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Capitolo 1 - Introduzione 
 
L’obiettivo della tesi è lo studio dell’interfaccia tessuto neurale – elettrodi neurali allo scopo di 
sviluppare soluzioni innovative nella progettazione di neuroprotesi. 
Nonostante i notevoli miglioramenti raggiunti nello sviluppo di array di microelettrodi per la 
registrazione del potenziale extracellulare neurale, e nonostante le numerose tipologie di elettrodi 
realizzate per l’impiantazione cronica, esiste infatti un chiaro limite nella realizzazione di interfacce 
stabili tra tessuto neurale ed impianto capaci di assicurare la registrazione di segnali per tempi lunghi. 
Spesso l’assenza o la perdita dell’interfaccia può essere causata da fenomeni di risposta biologica del 
tessuto all’impianto (necrosi del tessuto, risposta infiammatoria) o da perdita di funzionalità (mancanza 
di adesione, rottura per avulsione). In entrambi i casi l’effetto è la perdita del segnale neurale e la 
necessità di rimuovere l’impianto.  
Sulla base di tali premesse, il lavoro di tesi si è quindi articolato in questi punti: 
• Analisi dello stato dell’arte. 
In primis è stata condotta una ricerca bibliografica sugli elettrodi esistenti, sui materiali attualmente 
adoperati per la realizzazione di elettrodi neurali e degli scaffold di supporto per la crescita di tessuto 
neurale, con particolare attenzione allo studio della risposta indotta dal materiale sul tessuto neurale in 
relazione alla sua natura chimica, alle sue proprietà meccaniche (flessibilità), alla morfologia della 
superficie (porosità). La ricerca bibliografica è stata utile anche per acquisire le conoscenze delle 
procedure standard per la preparazione della coltura cellulare e per progettare lo stadio elettronico di 
acquisizione ed elaborazione del segnale. 
• Progettazione e fabbricazione dell’impianto.  
L’impianto consiste in un dispositivo flessibile costituito da un microelettrodo a filo del diametro di 
circa 50 micron; tale microelettrodo è stato rivestito con un opportuno materiale che isola l’elettrodo e 
promuove l’adesione e la crescita neurale al fine di consentire la formazione di una interfaccia stabile 
ed affidabile. Ciascun elettrodo in corrispondenza di un’estremità espone una superficie attiva con una 
certa dimensione e morfologia a contatto col tessuto per l’acquisizione del potenziale neurale, mentre 
all’altra estremità possiede  un sito per la rilevazione del segnale. 
La realizzazione di questo dispositivo ha previsto l’utilizzo di sofisticate attrezzature che consentono la 
realizzazione di micro e nano lavorazioni. Sono state progettate e implementate diverse soluzioni, in 
termini di: 
1. materiali per la realizzazione del rivestimento; 
2. dimensione della superficie di contatto elettrodo-neurone; 
3. morfologia della superficie di contatto elettrodo-neurone. 
 
• Validazione in vitro. 
Il presente lavoro ha richiesto l’allestimento di un banco di prova in cui verificare le varie soluzioni 
implementate. Campioni di cellule neurali sono state coltivate in vitro sui dispositivi realizzati.  
Il set-up elettronico sperimentale è consistito essenzialmente di un dispositivo per l’acquisizione, la 
lettura e la registrazione dei segnali biochimici. I test sono stati realizzati in atmosfera controllata, 
all’interno di un incubatore presente in camera bianca. 
 
La tesi include un capitolo preliminare sulla definizione dell’interfaccia tessuto neurale/elettrodo basata 
sull’identificazione e la caratterizzazione dell’elemento biologico, dell’elemento artificiale e del loro 
accoppiamento fisico - funzionale. 
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Segue un capitolo con la definizione delle tecnologie di sviluppo e caratterizzazione degli elettrodi 
fabbricati e delle metodologie di biologia molecolare impiegate per l’allestimento della coltura 
cellulare in vitro. 
Nei capitoli successivi sono descritte nel dettaglio le procedure di microfabbricazione sviluppate per la 
realizzazione degli elettrodi e le procedure biologiche ottimizzate per la coltivazione delle cellule sugli 
artefatti sviluppati. 
E’ inoltre illustrato il set-up elettronico sperimentale progettato per la registrazione e il monitoraggio 
dell’attività cellulare. Negli ultimi capitoli sono infine riportate le prove sperimentali condotte e i 
risultati dei test compiuti.   
Il risultato atteso dal presente lavoro di tesi consiste in: 
1. identificazione di materiali che migliorino la compatibilità biologica e funzionale degli elettrodi 
neurali; 
2. definizione di nuovi criteri per la progettazione di soluzioni tecnologiche innovative che 
garantiscano la stabilità primaria e secondaria dell’impianto in accordo con i requisiti di 
massima affidabilità e minimo disagio per il futuro portatore. 
 
Il lavoro di tesi è stato realizzato presso il Laboratorio CRIM Polo Sant’Anna Valdera della Scuola 
Superiore Sant’Anna, usufruendo della camera bianca, dell’officina meccanica e dell’officina 
elettronica del laboratorio sotto la visione del personale e dei docenti di laboratorio. 
E’ stata inoltre istruttiva la conoscenza e la visione del lavoro svolto presso il  Dipartimento di 
neurofisiologia del CNR di Pisa dai dott. Maffei e Tommaso Pizzorusso e dai suoi collaboratori.  
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Capitolo 2 - Problematiche aperte nella realizzazione di elettrodi 
neurali impiantabili 
 
Lo studio dell’interfaccia tessuto neurale / elettrodo ha richiesto in via preliminare l’identificazione e la 
caratterizzazione chimico-fisica  
- dell’interfaccia biologica; 
- dell’interfaccia artificiale; 
- del loro accoppiamento. 
In questo capitolo sono quindi riportati in breve il comportamento del neurone e le sue proprietà 
fisiologiche, lo stato dell’arte per quanto riguarda le diverse tipologie di elettrodi esistenti per 
l’impiantazione e le specifiche che un elettrodo impiantabile deve soddisfare.  
 
2.1.1 Caratteristiche fisiologiche del sistema nervoso 
 
Le neuroscienze consistono nello studio del sistema nervoso, incluso cervello e midollo spinale, e  le 
reti di neuroni, attraverso tutto il corpo. Il corpo umano contiene circa 100 miliardi di neuroni, l’unità 
funzionale del sistema nervoso, che comunicano tra loro mandando segnali elettrici a lunghe distanze e 
rilasciando neurotrasmettitori che attraversano le sinapsi, che sono piccoli gap tra i neuroni. 
Il sistema nervoso consiste di due parti principali: il Sistema Nervoso Centrale (CNS) costituito dal 
cervello e dal midollo spinale; il sistema nervoso periferico, i nervi che attraversano il collo, le braccia, 
il collo, i muscoli scheletrici e gli organi interni. 
Componenti critiche del sistema nervoso sono le molecole e i neuroni, i processi tra le cellule, 
organizzate in grandi reti neurali e in sistemi per controllare le funzioni quali la visione, l’udito, 
l’apprendimento, il respiro e tutti i  comportamenti umani. 
Solo negli ultimi decenni le neuroscienze sono diventate una disciplina riconosciuta che integra 
biologia, chimica e fisica con gli studi della struttura, la fisiologia, lo studio delle emozioni e della 
conoscenza. 
 
Fisiologia neurale 
 
Dalla metà del diciannovesimo secolo è stata evidenziata l’entità delle unità strutturali che 
costituiscono un tessuto vivente. Solo quindici anni più tardi lo stesso principio è stato accettato nel 
contesto dell’ organizzazione del sistema nervoso, come appassionante argomento di ricerca tra  due 
neuro-anatomisti, Santiago Ramon y Cayal e Camillo Golgi; i due risposero al quesito su come il 
cervello fosse costituito da un numero enorme di cellule discrete o da un sincizio continuo di tessuto. 
La risposta fu di grande impatto per capire come il segnale si propaga da una parte all’altra del sistema 
nervoso. Grazie alla tecnica di colorazione del tessuto con argento, scoperta da Golgi, Cayal riuscì a 
mostrare chiaramente che il tessuto era costituito da un gran numero di cellule. 
La funzione principale del sistema nervoso e delle sue componenti cellulari è la comunicazione, sia 
inter-cellulare, tra cellule, che intracellulare, tra una  parte di cellula e l’altra: questa è la premessa 
fondamentale delle considerazioni seguenti. Gli sviluppi più rilevanti nelle neuroscienze vengono 
infatti dall’investigazione di questi aspetti speciali della morfologia neurale e delle strutture che 
contribuiscono al trasferimento dell’informazione, dei meccanismi sub-cellulari per la comunicazione 
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neurale e della relazione tra vari pattern di connessione tra neuroni e delle vie in cui i neuroni e le loro 
connessioni possono essere modificati  dall’esperienza. 
 
Le cellule del sistema nervoso 
 
Ci sono due principali tipi di cellule nel sistema nervoso: i neuroni e le cellule gliali. 
 
• Cellule gliali 
Sono in numero da 10 a 50 volte in più dei neuroni. Le glia non partecipano al trasporto del segnale, ma 
hanno un ruolo molto importante, quale il supporto dei neuroni, la produzione della mielina e il 
recupero della mielina. 
Nel sistema nervoso dei vertebrati si ha una ulteriore distinzione in microglia e macroglia: le prime 
sono fagocite e si immobilizzano quando subiscono ingiurie infezioni o malattie… 
Ci sono molti tipi di macroglia: oligodendrociti, cellule di Schwann e astrociti. 
Gli oligodendrociti sono piccole cellule coinvolte in pochi processi. Nella materia bianca esse 
producono la mielina, in quella grigia circondano e supportano il corpo cellulare dei neuroni. 
Le cellule di Schwann costituiscono gli strati di mielina che isola l’assone nel sistema periferico 
neurale. Ciascuna cellula di Schwann, posizionata lungo la lunghezza del singolo assone, forma un 
segmento di mielina in strati di circa 1 mm di lunghezza (fig . 2.1). 
   
Figura 2.1. Cellula di Schwann che forma lo strato di mielina intorno all'assone. 
Gli astrociti sono i più numerosi nel CNS e sono caratterizzati dalla loro forma a stella; inoltre questi 
hanno funzione nutritiva per i neuroni. 
 
• Neuroni 
La differenza principale tra le cellule nervose, le unità di base del cervello, e tutti gli altri tipi di cellule 
è che i neuroni possono generare e trasmettere segnali elettrici e chimici, poiché sono i messaggeri 
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utilizzati dal sistema nervoso per tutte le sue funzioni. Nonostante il cervello umano contenga uno 
straordinario numero di queste cellule (circa 1110  neuroni), le quali possono essere classificate in più di 
1000 tipi diversi, tutte le cellule nervose condividono la medesima architettura. 
La complessità dell’essere umano dipende non tanto dalla specializzazione di ogni singola cellula, 
quanto dal fatto che una grande quantità di queste cellule forma precisi circuiti anatomici. Uno dei 
principi chiave dell’organizzazione del cervello consiste nel fatto che cellule nervose con proprietà di 
base simili possono produrre azioni molto differenti a seconda di come sono connesse tra loro e con i 
muscoli o con i recettori sensoriali. 
Il neurone individuale (fig . 2.2) è relativamente semplice nella sua morfologia. Un neurone tipo ha 
quattro sottostrutture principali: il corpo cellulare o soma, i dendriti (i siti in cui l’informazione viene 
ricevuta da altri neuroni), l’assone (specializzato per il trasferimento intracellulare dell’informazione) e 
i terminali presinaptici (i punti in cui si ha il trasferimento dell’informazione tra neuroni). Ciascuna di 
queste regioni ha un ruolo distinto nella generazione e nella comunicazione del segnale tra cellule 
nervose.  
         
Figura 2.2: il singolo neurone 
 
Il corpo cellulare o soma è il centro metabolico della cellula. Contiene il nucleo, con al suo interno i 
geni della cellula, e il reticolo endoplasmatico, un estensione del nucleo dove vengono sintetizzate le 
proteine della cellula. Dal corpo cellulare usualmente hanno origine due tipi di ramificazioni: i dendriti 
corti e  numerosi e un unico, lungo e tubolare assone. 
I dendriti tendono ad essere corti, sottili e molto ramificati, creando in questo modo il cosiddetto albero 
dendritico. I dendriti spesso hanno origine dal corpo cellulare ma in alcuni casi nascono da alcuni tratti 
dell’assone. 
La membrana plasmatica dei dendriti contiene specifiche proteine che consentono al dendrita di 
ricevere e integrare informazioni dalle cellule nervose, sfruttando la permeabilità ionica della cellula. 
Questa funzione fisiologica del dendrita non consiste solamente nel far passare il segnale, infatti in 
alcuni casi condivide con l’assone la capacità di trasmettere attivamente segnali elettrici. 
L’assone è una diramazione sottile che parte dal soma e si sviluppa in lunghezze che vanno dal µm  
(nella retina) fino al metro (nel midollo spinale). Speciali proteine poste a cavallo della membrana 
assonale costituiscono il meccanismo chiave che permette al neurone di trasmettere rapidamente 
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segnali elettrici lungo l’assone, dal soma alle terminazioni. Questi segnali elettrici, chiamati potenziali 
d’azione, sono impulsi rapidi, “tutto o nulla”, con una ampiezza di 100 mV e della durata di circa 1 ms. 
Il potenziale d’azione si genera in una zona particolare del soma, detta monticolo assonico. 
       
Figura 2.3: morfologia generale di una cellula nervosa 
L’assone non ha ramificazioni nella sua lunghezza, ma solo all’estremità, in cui può dividersi in molte 
diramazioni, formando siti di comunicazione con altri neuroni. Il punto in cui due neuroni comunicano 
è detto sinapsi. La cellula nervosa che trasmette il segnale è detta cellula presinaptica mentre quella che 
riceve il segnale è detta postsinaptica. La cellula presinaptica non tocca o comunica anatomicamente 
con quella postsinaptica poiché le due sono divise da uno spazio, detto vallo sinaptico. Molti terminali 
presinaptici finiscono sui dendriti del neurone postsinaptico, ma possono anche terminare sul corpo 
cellulare o, meno frequentemente, alla fine o all’inizio dell’assone della cellula ricevente.  
 
Canali ionici e potenziale di membrana 
 
Il neurone, come altre cellule viventi, ha una membrana plasmatica, che separa lo spazio intracellulare 
dal liquido extracellulare. Dagli anni ’70 è stato proposto un modello della membrana con due strati 
fosfolipidici, orientati in modo appropriato nello spazio in direzioni opposte a costituire una struttura 
compatta e dinamica (fig. 2.4).  
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Figura 2.4: struttura della membrana cellulare 
 
In particolare, la tipica proprietà autoassemblante è una conseguenza della natura idrofobica e idrofilica 
delle singole molecole, rispettivamente la coda lipidica e la testa fosforilata della molecola. Come 
risultato, la membrana della cellula vivente si oppone in modo efficiente all’attraversamento di 
molecole cariche elettricamente: allo stesso tempo, le molecole d’acqua, essendo piccoli dipoli senza 
carica netta, possono facilmente attraversare la barriera, mentre Sali e composti non solubili non hanno 
in condizioni fisiologiche energia sufficiente per passare all’interno della cellula. Per i composti 
carichi, gli ioni, l’unica strada per attraversare il doppio strato lipidico sono i pori acquosi, formati dalle 
molecole proteiche transmembrana, dette anche canali ionici. 
In generale questi canali differiscono l’uno dall’altro per la loro selettività ionica e per i fattori che 
controllano la loro apertura e chiusura. La selettività ionica è dovuta all’interazione fisico- chimica tra 
gli ioni e vari residui di aminoacidi, che costituiscono il “cancello” del canale. Il passaggio richiede una 
variazione tridimensionale della conformazione del canale, in risposta ad uno stimolo esterno, quale 
voltaggio, legame chimico, pressione o allungamento. 
Nel neurone e in altre cellule eccitabili, il segnale elettrico è trasportato in primo luogo dalle correnti 
ioniche attraverso la membrana. Quattro specie di ioni sono principalmente coinvolte in queste correnti: 
sodio ( Na+ ), potassio ( K + ), calcio ( 2Ca + ) e cloruro (Cl− ), con i primi tre di carica positiva, detti 
cationi, e il quarto che trasporta carica negativa, chiamato anione. Il flusso di questi ioni attraverso la 
membrana è governato da leggi fisiche e meccanismi molecolari, di cui la maggior fonte energetica, 
che assicura il movimento degli ioni, deriva dal gradiente di concentrazione ionica tra il citoplasma e il 
liquido extracellulare. Questi gradienti sono mantenuti indefinitamente in contrasto con l’equilibrio 
termodinamico da meccanismi di trasporto attivo chiamati pompe ioniche, la cui energia deriva dall’ 
idrolisi di molecole di ATP (adenosintrifosfato). I gradienti di concentrazione fissano il  potenziale 
elettrochimico attraverso la membrana, che guida il flusso ionico in accordo con le leggi di diffusione e 
di drift (in prima approssimazione sulla base delle leggi di Ohm). 
Quando la cellula è a riposo, i flussi ionici da e verso la cellula sono bilanciati, cosicché la separazione 
della carica rimane costante ed il potenziale di membrana è fisso al suo valore di riposo. Questo ultimo 
è determinato  in primo luogo dall’assestamento dei canali ionici selettivi per K + , Cl−  e Na+ : in 
generale il potenziale di membrana sarà più vicino al potenziale di equilibrio      (di Nernst) degli ioni o 
dello ione con la maggior permeabilità. La permeabilità per una specie ionica è proporzionale al 
numero di canali aperti che permettono il passaggio degli ioni. 
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Il potenziale di equilibrio per una specie ionica “i” può essere calcolato dall’equazione ricavata da W. 
Nernst nel 1888: 
   [ ]ln
[ ]
i out
i
i in
CRTE
zF C
=   Equazione di Nernst 
 
dove R è la costante dei gas, T è la temperatura in gradi Kelvin, z è la valenza degli ioni, F la costante 
di Faraday,  [ ]i outC  e  [ ]i inC  sono le concentrazioni dello ione i fuori e dentro la cellula. 
A riposo il potenziale di membrana si avvicina a quello di Nernst per K + , lo ione a cui la membrana è 
più permeabile. Questo ultima è anche permeabile al Na+ , e un influsso dell’ Na+  porta la membrana 
ad un potenziale leggermente positivo rispetto a  quello di Nernst per il K + . A questo livello le forze di 
trasporto elettrica e chimica che agiscono sul K +  non sono bilanciate del tutto e questo provoca la 
diffusione di potassio fuori della cellula. Questi due flussi passivi sono controbilanciati dai flussi attivi 
regolati dalle pompe sodio-potassio. 
Lo ione cloruro è attivamente pompato fuori dalla maggior parte delle cellule, ma non tutte. Quando 
non lo è, questo risulta distribuito in modo passivo così da risultare all’equilibrio dentro e fuori dalla 
cellula. In condizioni fisiologiche, le concentrazioni di base delle tre specie ioniche è costante. Durante 
il passaggio di un segnale le variazioni del potenziale di membrana sono causate da sostanziali cambi 
delle permeabilità di membrana relative a questi tre ioni e non dalle variazioni delle concentrazioni di 
base, che sono neglegibili. Queste variazioni della permeabilità, causate dall’apertura dei canali ionici 
“gated ”, provocano cambiamenti nella separazione di carica netta attraverso la membrana. 
Infine, il flusso degli ioni 2Ca +  controllato dai canali ionici, può alterare i processi metabolici propri 
della cellula, portando alla attivazione di vari enzimi e proteine, e in questo modo al rilascio di 
neurotrasmettitori. 
 
Il potenziale d’azione 
 
L’assone trasporta l’informazione attraverso il potenziale d’azione che consiste in un impulso 
depolarizzante della membrana che si propaga lunga l’asse principale dell’assone stesso. Questo 
potenziale, il cui valore di riposo è di circa -65 mV, cresce fino a +40 mV, poi decresce al di sotto del 
valore iniziale ed infine si stabilizza(fig. 2.5). 
 
Figura 2.5: il potenziale d'azione 
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Le modificazioni che avvengono nel potenziale di membrana, quando si ha  la generazione di un 
potenziale d’azione sono dovute alla variazione della conduttività dei canali per K +  e Na+ , che sono 
voltaggio dipendenti; si possono distinguere tre fasi principali (fig. 2.6):  
1. Depolarizzazione o fase crescente: il potenziale d’azione o spike parte quando il potenziale di 
membrana raggiunge la soglia di -40 mV. A tale livello i canali per il sodio si aprono e, spinti 
da un voltaggio elevato, gli ioni sodio entrano nella cellula creando la depolarizzazione. 
2. Ripolarizzazione o fase decrescente: due fattori contribuiscono a questa fase: i canali del sodio 
inattivati finché il potenziale di membrana non torna al valore di soglia e i canali per il 
potassio, triggerati nello stesso momento di quelli per il sodio, si aprono con un ritardo di circa 
1 msec, permettendo al potassio di uscire velocemente dalla cellula. 
3. Iperpolarizzazione: finché i canali per il potassio non ritornano al loro normale valore di 
conduttività, circa 2 ms dopo l’inizio del potenziale d’azione, la membrana risulta 
iperpolarizzata e si ha una sorta di undershoot.  
Quando la membrana risulta depolarizzata ad un certo istante, la soglia può essere raggiunta di nuovo 
solo andando avanti lungo l’assone. L’inattivazione dei canali potassio in seguito ad un 
depolarizzazione, evita infatti che un nuovo potenziale d’azione si propaghi indietro verso il soma. La 
velocità di propagazione dipende da quanto lontano gli ioni sodio che arrivano possono provocare un 
nuovo potenziale d’azione. Un valore tipico di velocità può essere assunto pari a 10m/s, ed essendo la 
durata di un potenziale d’azione di 2 ms si calcola un lunghezza di circa 2 cm. La forma del potenziale 
d’azione rimane sempre la stessa, e solo la frequenza di ripetizione e la velocità del firing contengono 
informazione. Dopo aver viaggiato lungo l’intero assone, il potenziale d’azione arriva alle sinapsi. 
 
Figura 2.6: il meccanismo molecolare che regola il potenziale d'azione 
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La trasmissione sinaptica 
 
Il termine sinapsi deriva dal greco e significa connettere ed è stato introdotto dal fisiologo inglese C. 
Sherrington intorno alla fine del diciannovesimo secolo per descrive la speciale zona di contatto 
attraverso la quale i neuroni comunicano tra loro; tale sito è stato poi descritto istologicamente da 
Ramon y Cayal. 
Inizialmente si pensava che la sinapsi lavorasse tramite trasmissione elettrica. Nel 1920, Otto Loewi 
mostrò che l’acetilcolina (Ach) portava il segnale dal nervo vago al cuore: questa scoperta diede vita ad 
un grande dibattito su come i segnali chimici potessero generare attività elettrica in altre sinapsi, 
compresa la giunzione neuro muscolare e le sinapsi nel cervello. 
Due scuole di pensiero emersero, una fisiologica e l’altra farmacologia: per i primi tutte le trasmissioni 
sinaptiche erano elettriche e il potenziale d’azione nel neurone presinaptico generava una corrente che 
fluiva passivamente nella cellula postsinaptica. Per i secondi invece la trasmissione era chimica e il 
potenziale d’azione nel neurone presinaptico scatenava il rilascio di sostanze chimiche che a loro volta 
generavano un flusso di corrente nella cellula postsinaptica. Con lo sviluppo di nuove tecniche 
fisiologiche emerse che entrambi i pensieri erano corretti. 
In generale comprendere la morfologia e la fisiologia della sinapsi è essenziale per capire come 
funziona una rete di neuroni. Ad oggi, questa attenzione alla fisiologia della sinapsi è stata ritrattata, e 
si è scoperto che la forza della trasmissione sinaptica non è costante nel tempo e può essere 
farmacologicamente modulata, attenuata o amplificata. Un importante ramo della neurofisiologia è 
quello che studia il legame tra la variabilità delle caratteristiche delle sinapsi e la plasticità funzionale 
del sistema nervoso (inclusi apprendimento e memoria). Inoltre sta crescendo in modo evidente la 
certezza che i malfunzionamenti a livello sinaptico siano legate a disturbi quali la debilitazione, il 
morbo di Parkinson, le patologie maniaco - depressive, la schizofrenia, etc .. La comprensione della 
struttura sinaptica è quindi la base per lo sviluppo di nuovi trattamenti per queste gravi malattie. 
 
Fisiologia della trasmissione sinaptica 
 
La differenza principale tra la sinapsi elettrica e quella chimica è la struttura, ed essa può essere vista al 
microscopio elettronico. 
Le sinapsi elettriche sono connessioni dirette da un neurone all’altro, esiste cioè un canale o gap tra il 
citoplasma delle due cellule. Questo canale riduce grandemente la resistenza tra le membrane delle due 
cellule e crea un percorso a grande conduttanza per la corrente elettrica che fluisce tra le due cellule. 
Ovviamente, una connessione diretta e dedicata garantisce una migliore e più veloce trasmissione dei 
segnali elettrici ed inoltre questo forte accoppiamento limita la modificabilità dell’intero sistema. In 
più, con questo tipo di trasmissione di informazione, il segnale viene preservato, la simmetricità e le 
durate dei segnali pre e post sinaptici sono mantenute. 
Le sinapsi elettriche sono adatte al trasferimento veloce dell’informazione e per una precisa 
sincronizzazione elettrica delle cellule, che si ha per esempio nei neuroni piramidali della corteccia, nel 
tessuto cardiaco e all’interno della retina. 
In ogni modo, la sinapsi elettrica tra le cellule del CNS dei mammiferi adulti è molto rara, e per questo 
motivo solo la sinapsi chimica verrà descritta in seguito. Lo scambio di informazione da un neurone 
all’altra avviene grazie al rilascio di agenti chimici, chiamati neurotrasmettitori, dal terminale 
presinaptico alle ramificazioni dell’assone. 
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La sinapsi chimica ha una morfologia simmetrica, con caratteristiche distinte nelle parti pre e post 
sinaptiche. Il terminale presinaptico, detto bottone sinaptico, è una regione subcellulare specializzata 
del terminale dell’assone, che contiene mitocondri e una varietà di strutture vescicolari. Le vescicole, 
che contengono neurotrasmettitori, sono spesso relegate in prossimità della membrana, associate a 
speciali filamenti del citoscheletro, attraverso dei siti proteici di legame. 
La maggior parte dei terminali postsinaptici del CNS sono dendriti (sinapsi assodendritica), ma 
esistono anche sinapsi in cui il segnale viene trasmesso al corpo di un neurone (sinapsi assosomatica); è 
interessante il fatto che la superficie somatica e i dendriti sono tutti ricoperti da terminali postsinaptici, 
conseguenza dell’enorme convergenza su un singolo neurone di informazioni in ingresso da centinaia o 
anche migliaia di cellule. Il neurone integra continuamente questa moltitudine di segnali, ed è dunque 
cruciale il luogo della connessione postsinaptica nella determinazione del contributo all’attività 
elettrofisiologia complessiva. Questa complessità è aggravata dal fatto che un singolo terminale 
presinaptico può suddiversi in molti filamenti e fornire il segnale di input a decine o centinaia di target 
postsinaptici, per il meccanismo chiamato divergenza.  
In opposizione al terminale presinaptico, quello postsinaptico è caratterizzato dall’assenza di vescicole 
adiacenti al plasma della membrana, e dalla presenza di una popolazione di neurotrasmettitori recettori 
spazialmente organizzati, il cui scopo è quello di ancorare i trasmettitori al citoscheletro nella 
membrana postsinaptica. 
Per quanto riguarda la fisiologia generale, la sequenza di eventi che da origine alla trasmissione del 
segnale può essere riassunta come segue: 
1. Potenziale d’azione nell’assone. Il potenziale d’azione si propaga lungo l’assone (nel caso di 
assone melinato) grazie alla conduzione saltatoria auto-rigenerativa (Hodgkin & Huxley) [2], e 
invade il terminale presinaptico. Questo va ad agire sui canali voltaggio dipendenti di sodio e 
potassio. 
2. Potenziale d’azione nel terminale. L’arrivo del potenziale d’azione produce una 
depolarizzazione che attiva i canali voltaggio dipendenti di Na+ , K +  e  2Ca +  ed in particolare è 
sufficiente a far aprire i canali per gli ioni calcio che iniziano quindi ad entrare liberamente. 
3. Fusione delle vescicole con la membrana. L’entrata degli ioni calcio nel bottone da inizio al 
processo noto come esocitosi. La fusione delle vescicole con la membrana causa il rilascio di 
una o più specie chimiche nel vallo sinaptico. 
4. Diffusione e legame del trasmettitore. Le molecole di neurotrasmettitori diffondono 
passivamente attraverso il vallo e si avvicinano alla membrana sinaptica e ai siti recettori 
specializzati (fig. 2.7). 
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Figura 2.7: meccanismo molecolare della trasmissione sinaptica chimica 
5. Gating dei canali ionici. In prima approssimazione il legame delle molecole di 
neurotrasmettitori con i siti postsinaptici causa la rapida apertura dei canali  ionici. L’apertura 
di tali canali provoca una variazione locale del potenziale di membrana, il quale può propagarsi 
al resto della superficie postsinaptica. Comunque non tutti i legami provocano l’apertura dei 
canali ionici: si può infatti anche avere come conseguenza il rilascio di un secondo tipo di 
molecole messaggere nel citoplasma del neurone postsinaptico, che direttamente ha effetto o 
sull’apertura dei canali ionici oppure comanda l’attivazione proteine di legame con l’ATP 
accoppiate ai canali ionici della membrana e in questo modo modula lo stato funzionale 
conduttivo. L’accoppiamento indiretto del neurotrasmettitori con i canali ionici attraverso 
questo secondo tipo di trasmettitori, produce in generale una risposta più bassa di quella 
prodotta con il meccanismo diretto (centinaia di ms invece di decine). 
6. Riciclo delle vescicole. Dopo l’esocitosi le vescicole di membrana vengono spinte dal plasma 
della membrana a riformare la propria struttura, per essere poi in seguito riempite di nuovo da 
molecole di neurotrasmettitore recuperato dal vallo sinaptico o sintetizzato. Il tempo di vita di 
una vescicola per un ciclo intero è stimato intorno a 10 s - 1 minuto. 
 
 
Integrazione sinaptica 
 
Un neurone integra informazioni da migliaia di input eccitatori e inibitori prima di decidere dove una 
soglia per un potenziale d’azione ( -55 mV) è stata ottenuta. La sommazione di tutti questi ingressi in 
una singola cellula dipende in modo critico dalle proprietà passive della cellula, in particolare dalle 
costanti di tempo e di spazio. 
Il luogo in cui avviene la sinapsi è anche la chiave della sua efficacia. Le sinapsi eccitatorie tendono ad 
essere localizzate nei dendriti, mentre le inibitorie sono principalmente nel corpo cellulare, dove 
possono effettivamente interrompere o sovrastare gli impulsi eccitatori che viaggiano dai dendriti verso 
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l’assone. La sommazione finale di tutti gli impulsi avviene nel monticolo assonico, il quale contiene la 
più grande densità di canali per il sodio ed ha la soglia più bassa per la partenza di un potenziale 
d’azione. 
Inoltre il segno del potenziale sinaptico è determinato dal recettore e non dal trasmettitore. I 
trasmettitori più comune nel CNS che attivano i recettori inibitori sono il GABA e la glicina. Il GABA 
può attivare due tipi di recettori inibitori: il recettore GABAa  che forma canali permeabili al Cl− , e i 
recettori GABAb che si legano alle proteine G, aumentano la permeabilità allo ione potassio o 
inibiscono i canali voltaggio dipendenti del 2Ca + . Il passaggio dei GABAa permette al Cloro di fluire 
all’interno della cellula ed iperpolarizzare la membrana. Inoltre l’apertura di questi canali aumenta la 
conduttanza di membrana e cortocircuita ogni corrente eccitatoria che fluisce nella cellula. 
 
2.1.2 Modellazione del potenziale extracellulare 
 
Come anticipato nei paragrafi precedenti, il flusso di ioni attraverso la membrana cellulare e i 
cambiamenti che ne conseguono nel potenziale transmembrana sono stati modellati da Hodgkin e 
Huxley (1952) [2]. Nelle loro teorie la permeabilità e la conduttanza dei singoli canali variano in base a 
costanti di tempo (dipendenti dalla temperatura e dai potenziali transmembrana) attivando e 
deattivando ciascun tipo di canale. Questo attraversamento dei canali da parte degli ioni, è stato 
descritto tramite una equazione del primo ordine: 
4 3
ionic K Na Ca lI I n I m h I df I= + + +   
dove ionicI  è la corrente ionica totale attraverso la membrana, KI , NaI , CaI e lI  sono le massime 
correnti associate agli ioni 2, ,K Na Ca+ + +  e di perdita rispettivamente, mentre n, m, h, d e f sono 
variabili dipendenti dalle costanti di tempo associate con l’attivazione dei canali.  
Hodgkin e Huxley hanno fornito quindi un modello empirico del flusso della corrente ionica che 
attraversa i canali della membrana e hanno utilizzato questa teoria per predire la propagazione del 
potenziale d’azione, come un’onda viaggiante, lungo una fibra nervosa cilindrica e non melinata.  
In questo modello la corrente totale transmembrana è data da  
 
2
m
tot m ionic
dVd VmI K C I
dt dt
= = +  
dove   22
aK
Rv
= , con Vm potenziale transmembrana e Cm è la capacità della membrana per unità di 
superficie; la costante K dipende invece dal raggio a della fibra, dalla resistenza dell’assoplasma R (che 
è strettamente correlata con la resistenza di contatto Rseal nelle colture cellulari) e dalla velocità di 
conduzione. Questa corrente totale fluisce parallelamente alla membrana cellulare e viene monitorata 
utilizzando elettrodi extracellulari; quando un potenziale d’azione viene prodotto e viaggia lungo la 
membrana cellulare, o lungo l’assone neurale, regioni differenti della membrana portano contributi 
sottoforma di potenziali transmembrana diversi. E’ questo il fenomeno che permette la propagazione 
del potenziale d’azione: si avrà allora che alcune sezioni della membrana dovranno avere un potenziale 
negativo, mentre altre esibiranno un potenziale positivo. Questa effettiva distribuzione di carica può 
essere visualizzata come “dipoli in movimento” [72]: quando questi movimenti del dipolo passano 
l’elettrodo, un movimento di cariche verrà indotto attraverso la capacità di interfaccia e sarà tale che il 
potenziale all’amplificatore prima diminuirà, poi aumenterà di nuovo, come mostrato in fig. 2.8.    
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Figura 2.8: un dipolo in movimento viene in contatto con l'elettrodo nel punto P. La carica del dipolo induce una carica 
speculare nell’elettrodo, e questo cambiamento produce la caratteristica forma del potenziale d’azione.  
 
Questo è ciò che si osserva in un elettrocardiogramma e che si ottiene nel caso di registrazione 
dell’attività elettrica di cellule coltivate [73].  
Le tecniche classiche [59] per monitorare le proprietà elettriche delle cellule in coltura richiedono 
l’utilizzo di micropipette o fili micrometrici posizionati in prossimità della membrana cellulare per 
registrare il potenziale d’azione extracellulare. Questo segnale è dell’ordine dei 10-100 µV rispetto ad 
un elettrodo di riferimento inserito nel mezzo di coltura, perciò, mentre da un lato questa tecnica di 
monitoraggio passiva non compromette l’andamento dell’attività cellulare, dall’altro presenta un limite 
dovuto all’ampiezza del segnale che è significativamente minore e alla forma del segnale registrato che 
è molto diversa dal potenziale d’azione transmembrana.  
Tutte le tecniche classiche, schematizzate in fig. 2.9 prevedono un’osservazione ottica delle cellule per 
posizionare l’elettrodo di registrazione, un’ interazione umana significativa e risultano quindi interfacce 
fragili che limitano la durata della registrazione ottenibile. 
Nel presente lavoro di tesi si è effettuato il monitoraggio e la registrazione del potenziale extracellulare 
tramite un microfilo posizionato in prossimità della cellula, come mostrato in fig. 2.9 c). 
 
Figura 2.9: tecniche classiche di registrazione dell'attività elettrica. A) Tecnica “whole cell patch”:per la registrazione 
intracellulare e il monitoraggio delle caratteristiche dell’impedenza della membrana,una micropipetta viene messa in 
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contatto con una cellula e viene applicata una piccola suzione in modo da formare un sigillo stretto. B) La micropipetta 
viene invece inserita attraverso la membrana per misurare il potenziale interno. C) Per il monitoraggio e la registrazione del 
potenziale extracellulare la micropipetta o il microfilo vengono posizionati vicino alla cellula stessa. 
 
• Cenni sulle tecniche di registrazione del potenziale extracellulare 
 
Per aumentare la possibilità di registrare a lungo termine da colture cellulari in vitro, sono stati 
sviluppati diversi sistemi, a partire dagli array planari. Gli studi a questo proposito consistono in un 
substrato di vetro, plastica o silicio (nel quale viene eventualmente incluso un circuito attivo in 
prossimità della cellula) sopra il quale viene depositato e definito uno strato di conduttore. Uno strato 
isolante viene deposto e successivamente sagomato per definire le zone di contatto e registrazione, 
costituite dal conduttore scoperto. A seconda delle dimensioni degli elettrodi e delle cellule, la 
registrazione dell’attività elettrica può essere fatta da una singola cellula o da una popolazione. Ciascun 
elettrodo generalmente è connesso ad un amplificatore con alta impedenza di ingresso, basso rumore in 
modo da amplificare segnali di ampiezza limitata.  
Nel 1972 C.A.Thomas et al [60] definirono un primo utilizzo degli array di microelettrodi per la 
registrazione dell’attività extracellulare in vitro di cellule embrionali di cuore di pollo (fig. 2.10); questi 
sono stati poi ottimizzati per esaminare una grande varietà di tipi di cellule; in particolare la prima 
registrazione extracellulare [61] da neuroni dissociati è avvenuta nel 1980, utilizzando in modo 
innovativo biossido di silicio al posto di fotoresist organico come isolante per le interconnessioni. 
 
Figura 2.10: sezione di un array di microelettrodi: su di esso sono stati definiti gli elettrodi e i siti di contatto. Un anello di 
vetro è stato fissato con cera d’api in modo da formare una camera di coltura. 
L’utilizzo di array di microelettrodi (vedi par. 2.2.1) è continuato per molti gruppi di ricerca, 
aggiungendo alla struttura iniziale nuove funzioni, quali la definizione di microcanali in cui guidare la 
crescita dei neuroni [62,63,64]. 
Un diverso approccio è stato sviluppato da Regehr et al [65], con elettrodi che costringono le cellule in 
una posizione fissa e mantengono allo stesso tempo un contatto stretto tra queste ultime e l’elettrodo 
(fig. 2.11). 
 
Figura 2.11: questo elettrodo è stato disegnato per realizzare un contatto stabile con alta impedenza simile a quello ottenuto 
con le tradizionali micropipette di vetro 
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Questo metodo garantisce un rapporto segnale- rumore ottimizzato e una più stretta vicinanza tra 
neurone ed elettrodo, ma ha il difetto che la cellula deve essere posizionata manualmente con manovre 
di una certa complessità. 
A partire dal 1991, gli studi di Grattarola et al. Si sono rivolti alla determinazione del rapporto tra il 
segnale extracellulare ed il potenziale d’azione intracellulare. Sono stati definiti dei modelli equivalenti 
della membrana cellulare accoppiata al microelettrodo ed è stato dimostrato che l’ampiezza del segnale 
registrato dipende dall’accoppiamento tra la cellula ed il substrato e che la forma del segnale 
rappresenta la derivata temporale del segnale intracellulare. L’ordine di questa derivata varia in 
funzione dell’accoppiamento cellula-elettrodo e delle proprietà dell’elettrodo [66,67,68]. 
 
• Onda viaggiante e resistenza di contatto 
 
Ci sono piccole regioni di adesione stretta, dette placche di adesione dove la membrana cellulare è 
separata dal substrato da 1-15 nm. Altre regioni della membrana sono più distaccate dal substrato, e la 
distanza, fino a 100 nm, è occupata dall’elettrolita ed esibisce una resistenza Rseal, approssimabile 
usando le formule ricavate da Newman [78]: 
seal
πR =ρ
4 A
, dove A è l’area di un elettrodo circolare in 2cm  
e Kovacs [71]: 
seal
lln 4
wR =ρ
πL
⎛ ⎞⎜ ⎟⎝ ⎠ , dove l è lunghezza di un elettrodo rettangolare e w la larghezza, entrambe in                   
cm. 
Tutte le correnti basali di membrana associate all’onda viaggiante dovranno fluire attraverso questa 
resistenza di contatto, per cui si avrà una caduta di tensione tra l’elettrodo e la soluzione che bagna la 
cellula. Considerando il circuito schematico semplificato dell’interfaccia elettrodo - soluzione (fig. 
2.12) 
 
Figura 2.12: circuito schematico semplificato della giunzione cellula-elettrodo. Vin è il voltaggio transmembrana, Cm è la 
capacità della membrana basale, Im è la corrente ionica basale, Rseal è la resistenza di contatto. Zelectrode è l’impedenza 
d’elettrodo e Za è l’impedenza d’ingresso dell’amplificatore, delle resistenze di bias e parassite verso massa. 
Con il flusso della corrente attraverso la resistenza di contatto si sviluppa una tensione al nodo A che è 
proporzionale alla derivata seconda del potenziale transmembrana e al valore di Rseal [74] e viene poi 
trasdotta dall’elettrodo.  
Le tecniche di registrazione e le configurazioni circuitali spesso riducono l’impedenza d’elettrodo 
desiderabile.  
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Figura 2.13 : comune circuito per la registrazione dell'attività elettrica di cellule viventi. Il segnale potenziale d’azione Vin è 
attenuato dal partitore di tensione creato dall’impedenza d’elettrodo Zelectrode e dall’impedenza di ingresso 
dell’amplificatore Zi. La riduzione dell’impedenza d’elettrodo comporta quindi la riduzione della perdita di segnale. 
Considerando per esempio il circuito in fig. 2.13 utilizzato per registrare il potenziale d’azione da una 
cellula elettricamente attiva posizionata sull’elettrodo, si trova che ogni segnale presente all’interfaccia 
elettrodo-elettrolita sarà attenuato dal partitore di tensione creato dall’impedenza dell’elettrodo e 
dall’impedenza d’ingresso dell’amplificatore (o in altri circuiti dalle resistenze di accoppiamento 
dell’alimentazione con la massa, dalle resistenze parassite associate con la costruzione dell’elettrodo, 
etc…). Dal momento che la maggior parte della tensione cadrà sull’impedenza più grande, è importante 
ridurre il più possibile l’impedenza d’elettrodo; essendo le dimensioni dell’elettrodo limitate da quelle 
della cellula, si sceglie di aumentare la rugosità della superficie, senza alterare le dimensioni 
geometriche dell’elettrodo [70,71]. 
 
2.1.3 Caratteristiche di un elettrodo impiantabile 
 
Il sistema nervoso è il sistema biologico più complesso all’interno del corpo umano ed è inoltre 
caratterizzato da un’ alta vulnerabilità alle violenze esterne ed ai disturbi genetici.  
Una conoscenza profonda del suo sviluppo, dell’organizzazione strutturale e funzionale è il 
prerequisito per realizzare una buona registrazione del segnale neurale o una stimolazione  del sistema 
nervoso stesso. 
Un numero elevato di idee propositive di elettrodi impiantabili si basa su un modo di pensare la 
complessità biologica molto ingegneristico. Per esempio, le fibre nervose non sono “fili” o “cavi” dal 
punto di vista meccanico, ma strutture lunghe e sensibili con membrane biologiche con numerosi 
recettori e delicati elementi interattivi per trasmettere informazioni attraverso molecole, potenziali e 
cambiamenti nelle attività chimico-elettriche. Il principale requisito di ogni struttura impiantabile 
consiste nel mimare alcune delle funzioni biologiche del tessuto nervoso e nel ripristinare queste 
funzioni in base all’utilità dell’elettrodo. 
Molte proposte riguardanti impiantazione a livello di nervi sono risultate di successo in un grande 
numero di applicazioni. Lo scopo di usare elettrodi impiantabili nella ricerca di base sta nel capire i 
principi di funzionamento del cervello, nell’analizzare il meccanismo di processing dell’informazione, 
nella scoperta dei principi di connessione all’interno del sistema nervoso e nello studio dell’interazione 
tra singole cellule all’interno di una popolazione neuronale. Un altro scopo è quello di ripristinare 
funzioni che sono state perse a causa di ingiurie al sistema nervoso; in questo contesto molti tentativi 
sono rivolti alle funzioni sensoriali ed alla stimolazione dei muscoli con elettrodi impiantabili e allo 
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sviluppo di protesi neurali ad anello chiuso. La microtecnologia e la microelettronica hanno raggiunto 
capacità impressionanti che devono essere combinate con le possibilità della moderna biologia e le 
conoscenze di neurofisiologia e neuroanatomia. Il successo delle protesi neurali dipende 
fondamentalmente dalla loro capacità di registrare segnali nervosi e e/o di stimolare nervi e muscoli; è 
ovvio che questi elettrodi devono soddisfare a pieno alcuni requisiti speciali che riguardano gli elettrodi 
e il substrato che li sostiene. Il prerequisito per l’adesione al nervo e il mantenimento del contatto è la 
neurobiocompatibilità. Il substrato che sorregge gli elettrodi deve essere completamente isolato per 
prevenire il cross-talking tra essi e la scelta del materiale dipende dalle possibilità e dalle restrizioni 
offerte dal processo di fabbricazione. In microelettronica il silicio è il materiale più usato ma per 
mimare nel miglior modo possibile il tessuto biologico e ridurre la possibilità di danno meccanico 
viene preferito l’uso di materiali flessibili; tra questi negli ultimi anni , la polimide ha ricevuto grandi 
attenzioni. 
Per il fatto che sono a stretto contatto con il nervo di interesse, la costruzione appropriata degli elettrodi 
impiantabili è una chiave importante per il successo del sistema artificiale complessivo. Questi devono 
avere dimensioni comparabili con quelle dei neuroni in modo da interagire con un numero limitato di 
essi o addirittura con uno solo; se, per esempio, l’elettrodo deve reagire con fibre nervose, per esempio 
assoni, in caso di mielinazione , il raggio di azione dovrà essere in grado  di raggiungere il primo nodo 
di Ranvier disponibile. Le piccole dimensioni richiedono geometrie ottimizzate e proprietà elettriche 
tali da garantire una sufficiente abilità di registrazione. In questo senso tutte le unità elettroniche 
devono mostrare alta sensibilità, elevato rapporto segnale rumore e sufficiente schermatura del singolo 
canale dai dispositivi e dalle interferenze esterne. 
2.2.1 Tipologie di elettrodi esistenti 
 
Negli ultimi studi è divenuto sempre più chiaro il concetto che la funzionalità complessa del sistema 
nervoso è dovuta all’attività di cooperazione di molti neuroni [25]. Strumenti e tecniche per la 
registrazione in vivo dell’attività neurale di un grande numero di neuroni distribuiti spazialmente sono 
determinanti per aumentare le conoscenze del sistema nervoso. 
Gli elettrodi per la registrazione neurale a singola unità più comunemente utilizzati includono elettrodi 
a filo in tungsteno (W) [3] e sonde capillari in vetro.  L’assemblaggio manuale di sonde singole in array 
con spaziamento controllato è praticamente infattibile.  Tentativi di assemblaggio manuale di multipli 
microelettrodi metallici in array lineari o matrici bidimensionali sono riportati in letteratura [4, 5]. 
Comunque, tali lavori dimostrano che è difficile controllare la geometria finale dell’array. Inoltre il 
processo di fabbricazione è laborioso ed è associato a basse produzioni.  
Il tetrodo rappresenta il più affidabile strumento di registrazione multi-canale recentemente sviluppato 
[6, 7]. Generalmente è prodotto torcendo manualmente quattro fili singoli isolati in un fascio. E’ 
ottenuto a partire da materiali non costosi e può essere prodotto in laboratorio. Tuttavia la fabbricazione 
è relativamente laboriosa rispetto alla sua semplice configurazione. Inoltre lo spazio tra gli elettrodi 
non può essere controllato, corrispondendo alla dimensione dei fili: il tetrodo può dunque registrare 
solo da alcuni neuroni in una regione limitata. 
Per ottenere registrazioni multicanale simultanee ad oggi la ricerca punta verso microelettrodi 
multicanale con spazio reciproco piccolo e controllabile e con minimi danni ai tessuti. In aggiunta, tali 
elettrodi neurali devono esibire una eccellente robustezza meccanica, ossia resistenza a fratture durante 
l’inserzione e la registrazione.   
Negli ultimi anni le tecnologie di micromachining hanno avuto un rapido sviluppo [37]. Queste sono 
state utilizzate per realizzare elettrodi neurali integrati, con dimensioni minime e controllo 
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dimensionale preciso. Usando la fotolitografia e altre tecniche di microfabbricazione, i ricercatori 
hanno mostrato che è possibile creare array di elettrodi impiantabili. 
Di seguito si riportano alcuni esempi pratici di elettrodi impiantabili tratti dalla letteratura. 
Gli elettrodi penetranti sono stati realizzati come array in 1,2 o tre dimensioni utilizzando le 
microtecnologie per silicio, vetro e metallo. In particolare con “multielettrodi lineari” si intendono 
array monodimensionali montati su un ago o incorporati su supporti in vetro o silicio [6]. L’ago è in 
questo caso un’asta di metallo cava su un lato della quale sono praticati dei fori nei quali vengono 
alloggiate le punte degli elettrodi. Con le tecnologie attuali si ha il pattering litografico e la deposizione 
di film sottili di metallo su substrati di vetro, silicio o polimide (fig. 2.14). 
 
 
Figura 2.14: multielettrodo lineare 
 
Dello stesso genere sono gli elettrodi penetranti progettati da T.Stieglitz et all.[23]; questi 
microelettrodi multicanale sono stati realizzati sui due lati di un dispositivo flessibile in polimyide, 
deponendo per sputtering platino e titanio, successivamente strutturati con la tecnica di lift-off. I fori 
sono stati ottenuti tramite RIE (Reactive Ion Etching) (fig 2.15). 
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Figura 2.15 : elettrodo shaft con spessore di 15 µm e foro di connessione con la pista interna 
Questi elettrodi “double sided” sono stati testati in zone del CNS in cui deve essere mantenuta una alta 
selettività spaziale ma con minimi traumi da inserzione e da impianto.     
Un array bidimensionale è invece un array di elettrodi in 2-D, con le punte sullo stesso piano, 
configurati sia come un fascio di fili sia come aghi cresciuti galvanicamente (LIGA), come quello in 
fig. 2.16 [26]. 
 
 
Figura 2.16: fotografia al SEM di un array di aghi di nickel alti 150 µm e con diametro di 20 µm 
 
Con questa tecnologia LIGA (Litografie Galvano Abforming) si fabbricano elettrodi su larga scala e si 
raggiunge una lunghezza massima pari a 400 µm.  
Quando l’array è inclinato (fig. 2.17) o gli aghi hanno lunghezze variabili (fig. 2.18) la struttura viene 
allora detta bidimensionale e si verifica che queste strutture penetranti offrono la selettività spaziale 
migliore [32-39]. 
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Figura 2.17: array UTAH con elettrodi inclinati. Gli aghi sono realizzati con silicio drogato e sulla punta sono rivestiti con 
platino, mentre sono isolati nella lunghezza con nitruro di silicio. Gli elettrodi sono distanziati di 400 µm tra loro e la 
lunghezza aumenta da 0,5 a 1,5 mm con un passo di 0,1 mm.  
 
 
Figura 2.18: Array UT-128, realizzato all’università di Twente; è costituito da un “mare” di aghi lunghi 600, 425, 250 µm e 
spaziati tra loro di 120 µm, inseriti in una matrice di vetro. 
Sullo sviluppo di questo tipo di array è stata focalizzata l’attività di ricerca del Center for integrated 
Sensors and Circuits alla University of Michigan. Questi studi hanno portato alla realizzazione di array 
a 1, 2 o 3 dimensioni e all’integrazione su di essi della microelettronica. La tecnologia vetro-silicio ha 
inoltre permesso di ottenere aghi di lunghezza  idonea e variabile, con lo svantaggio però di avere 
troppi passi di processo e difficoltà di integrazione. 
I risultati ottenuti con questi array dimostrano un buon comportamento nella registrazione a lungo 
termine nella zona corticale [8]. 
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Il medesimo gruppo di lavoro ha progettato inoltre un array 3-D intracorticale che è un buon esempio 
di fabbricazione ibrida, che è una combinazione delle microtecnologie tradizionali con le tecnologie dei 
circuiti flessibili (fig. 2.19). 
 
 
  
Figura 2.19 : schema e fotografia al SEM di un array  tridimensionale di microelettrodi 
 
2.3.1 Compatibilità di una protesi neurale, stabilità dell’interfaccia e 
specifiche di progetto 
 
Il problema principale che riguarda le protesi e gli organi artificiali è quello della compatibilità con 
l’ambiente biologico. La compatibilità consiste fondamentalmente nei tre aspetti di seguito descritti. 
 
Compatibilità morfologica - E’ relativa alle dimensioni, alla forma e alla massa della struttura da 
impiantare: le dimensioni devono infatti essere tali da rendere il dispositivo inseribile al posto del 
tessuto naturale e  deve essere interfacciabile geometricamente con i tessuti circostanti; l’intero 
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impianto deve avere dunque proprietà meccaniche e geometriche che si adattino al sito in cui è inserito 
minimizzando le lesioni traumatiche. 
 
Compatibilità funzionale - E’ l’aspetto che riguarda il ruolo svolto dalla protesi rispetto al 
comportamento atteso. Non sempre un dispositivo artificiale si comporta come atteso e queste 
difformità devono essere valutate attentamente al fine di minimizzare eventuali risposte non desiderate 
da parte dell’organismo ospite. 
 
Compatibilità biologica o biocompatibilità – E’ “ la capacità di un materiale di determinare, da parte di 
un sistema vivente, una favorevole reazione alla sua presenza in una specifica applicazione”; riguarda 
quindi tutti gli aspetti che possono indurre alterazioni dannose sia per i tessuti naturali che per la 
costruzione dei dispositivi a contatto con tali tessuti; è importante sottolineare che affinché un 
dispositivo sia biocompatibile è necessaria -ma non sufficiente- la biocompatibilità dei materiali con 
cui è costruito. Il concetto di biocompatibilità dipende fortemente dal campo di applicazione 
dell’impianto; infatti in molti casi un parametro importante è la composizione chimica della superficie, 
in altri sono le proprietà fisiche, quali dimensioni, forma e rigidezza. Un impianto si può allora dire 
biocompatibile se: 
• non evoca reazioni tossiche , allergiche o immunologiche, 
• non attacca o distrugge gli enzimi, le cellule o i tessuti, 
• non causa trombosi o tumori, 
• rimane per lungo tempo all’interno dell’organismo senza provocare incapsulamenti o rigetto. 
 
Affinché una protesi impiantabile possa essere “stabile” tutti i requisiti sopra menzionati devono essere 
contemporaneamente soddisfatti. La perdita della stabilità di un’interfaccia causa la rottura 
dell’interfaccia stessa ed il fallimento dell’impianto. E’ possibile distinguere due tipi di stabilità: quella 
“primaria” e quella “secondaria”. La stabilità primaria riferisce ad una proprietà del sistema al 
momento dell’inserzione dell’impianto e si definisce come la proprietà di un impianto di non 
danneggiare l’ospite in alcun modo, al momento e subito dopo l’inserzione. L’impianto, cioè, non deve 
essere attaccato dai fluidi biologici, proteine, macrofagi o altre sostanze del metabolismo; può 
succedere infatti che si abbiano continui attacchi dovuti ad enzimi idrolitici o da radicali liberi prodotti 
da monociti o da lesione di cellule. Per promuovere la formazione di un’interfaccia stabile spesso si 
ricorre al rilascio di sostanze (drug delivery) [32]: antibiotici, ormoni o fattori di crescita vengono 
rilasciati per promuovere la guarigione delle ferite, la riparazione dei tessuti e la rigenerazione nervosa 
[24]. I materiali con cui sono realizzati questi sistemi devono essere anch’essi biocompatibili, con 
particolare attenzione nel prevenire l’assorbimento di proteine o l’adesione di piastrine che possono 
bloccare il rilascio delle sostanze. 
Una volta inserita, una neuroprotesi deve rimanere nel corpo del paziente per periodi lunghi, anche per 
anni, in alcuni casi ricoprire l’intera vita. Questa proprietà prende il nome di stabilità secondaria 
dell’impianto. Il soddisfacimento di tale requisito richiede che in fase di progettazione si tenga conto 
della risposta dell’organismo su tempi lunghi e della meccanica dell’interfaccia (in particolare devono 
essere evitati i micromovimenti relativi). A tale scopo la stabilità dei materiali impiantati è importante 
perché i prodotti della lenta degradazione possono essere nocivi per l’organismo ospite. Inoltre fili e 
substrati dovranno essere sufficientemente flessibili da permettere piegamenti multipli senza 
danneggiare il tessuto circostante né provocare la rottura del dispositivo stesso. 
Dovranno oltremodo essere evitati bordi acuti o superfici troppo rugose che possano rompere le cellule 
e/o favorire l’adesione e la crescita di microbi. L’impianto deve inoltre rimanere nel sito in cui è stato 
inserito, deve essere fissato ad esso, per esempio con l’uso di polimeri, che non devono però rilasciare 
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alcuna sostanza, come monomeri, oligomeri o agenti sterilizzanti (devono cioè essere anch’essi 
biocompatibili).  
Volendo a questo punto fissare le specifiche di progettazione di un elettrodo neurale, in modo 
schematico, si può riassumere quanto sopra esposto dicendo che la specifica principale nella 
realizzazione di un elettrodo è l’assenza di variazioni nell’attività nervosa, che può essere dovuta 
all’impianto (trauma al tessuto, alterazione chimica o meccanica) ma anche al circuito di registrazione. 
Le specifiche che devono essere rispettate sono: 
1. l’invarianza temporale, collegata a 
- la stabilità della funzione di trasferimento; 
- il tipo di segnale biologico che si misura;  
- gli aspetti psicofisici, come la velocità di attivazione e la reazione; 
2. la biocompatibilità superficiale, che riguarda 
- l’infiammazione dei tessuti; 
- la citotossicità, in particolare la morfologia, l’integrità della membrana cellulare e la 
proliferazione cellulare; 
3. la biostabilità, legata a  
- degradazione; 
- corrosione; 
- disintegrazione del sistema multistrato. 
 
2.3.2 Accoppiamento tessuto neurale/elettrodo: fenomeni di risposta 
biologica del tessuto all’impianto 
 
In generale la reazione di un organismo alla presenza di un corpo estraneo è quella di espellere questo 
ultimo o comunque di eliminarlo. L’eliminazione può avvenire tramite aggressione e metabolizzazione 
del materiale impiantato. Nel caso in cui esso sia solido, l’organismo tende ad espellerlo se è mobile o a 
isolarlo con una superficie fibrosa se non può essere spinto verso la superficie [43]. Questo 
meccanismo produce una capsula intorno al corpo estraneo, capsula che di fatto diventa una nuova 
superficie di bordo dell’organismo cosicché il corpo esterno, anche se è presente all’interno 
dell’organismo, è isolato dai tessuti dalla nuova superficie offerta dalla capsula (fig 2.20) [82]. 
Scendendo nei particolari, quando un impianto viene inserito nel corpo il primo evento che si manifesta 
è l’assorbimento di proteine sulla superficie dello stesso: si possono trovare una dozzina di proteine nei 
fluidi biologici in concentrazioni superiori a 1mg/ml che costituiscono la maggior parte degli strati che 
si creano a partire dall’inserzione intorno all’impianto; i dettagli di questo processo dipendono dalla 
superficie dell’oggetto inserito, dalla composizione dell’ambiente biologico e dalla natura delle 
proteine [33].  
Un’altra possibile reazione di un organismo all’ inserzione di un impianto è la “reazione 
infiammatoria”[32]. 
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b) 
c) 
Figura 2.20 a) processo di incapsulamento intorno ad un elettrodo shaft (S) con i neuroni (N) vicini all’impianto; b) 
migrazione dei capillari intorno alla capsula; c) incapsulamento quasi completamente riassorbito.  
Inizialmente i tessuti lesi sono sede di un processo infiammatorio che tenta di ripararli. 
L’infiammazione include un complesso insieme di fenomeni reattivi e difensivi  e, a livello locale, 
provoca processi di degenerazione e necrosi delle cellule, cui spesso seguono fenomeni di 
proliferazione cellulare per riparare i tessuti danneggiati. La reazione infiammatoria tipica prevede la 
comparsa di macrofagi che tendono a fagocitare, se possibile, il corpo estraneo. Se questo ultimo è 
chimicamente inerte, i macrofagi possono non essere presenti e il corpo estraneo viene incapsulato da 
un sottile strato di collagene. Le reazioni infiammatorie coinvolgono risposte a livello vascolare, 
neurologico, umorale e cellulare e la “fase acuta” che ne può conseguire è caratterizzata da 
cambiamenti indotti dallo stress del sistema neuroendocrino ed immunitario. Durante la fase acuta 
aumentano in modo significativo le concentrazioni di proteine nel siero plasmatici [17], mentre i 
leucociti aderiscono alle pareti dei vasi sanguigni o migrano nelle zone di tessuto in cui è richiesta una 
interazione specifica con le immunoglobine e le integrine [22]. Sono inoltre rilasciate citochine, i 
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principali mediatori della fase acuta. Alte concentrazioni di citochine  possono indurre la distruzione 
del tessuto e stimolare la produzione di proteasi e radicali liberi da parte dei macrofagi.  
In particolare, quando un impianto è inserito nel cervello, si osserva che gli astrociti rispondono 
velocemente a questa ingiuria e reagiscono ad ogni danno: essi prolificano in prossimità dell’impianto 
mentre le cellule microgliali si attivano trasformandosi da cellule ramificate a cellule di tipo ameboide. 
L’impianto risulta quindi coperto da uno strato che contiene collagene, fibre nervose in stati diversi e 
vasi sanguigni. 
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Capitolo 3 - Materiali e tecnologie di laboratorio 
3.1 Proprietà e caratterizzazione dei materiali per lo sviluppo di protesi 
neurali 
 
La scelta di un materiale per la realizzazione di un dispositivo o di una sua parte dipende dalle 
caratteristiche chimico fisiche del materiale; queste determinano le proprietà funzionali del dispositivo 
e le tecnologie che possono essere utilizzate per la sua fabbricazione. Queste caratteristiche sono a loro 
volta legate alla natura chimica del materiale e alla sua struttura. In genere le proprietà dei materiali si 
dividono in chimiche, meccaniche, termiche, elettriche, ottiche, più altre caratteristiche secondarie 
quali il comportamento alle radiazioni X o ai campi magnetici. 
Spesso si identificano le proprietà dei materiali con i risultati delle prove effettuate per misurare tali 
parametri e ciò dipende dal fatto che per rivelare una qualsiasi proprietà  occorre sottoporre il materiale 
ad una sollecitazione esterna e misurare la variazione di un’opportuna grandezza.  
I materiali studiati nel presente lavoro di tesi sono stati sottoposti a test di biocompatibità (in vitro), di 
caratterizzazione morfologica e di caratterizzazione elettrica.  
Le proprietà primarie del materiale che dunque sono state considerate sono quelle  riportate di seguito. 
 
Proprietà termiche: tra queste la principale è la temperatura corrispondente al passaggio dallo stato 
solido a quello liquido; per i metalli questo passaggio avviene regolarmente e per valori di temperatura 
fissi e ottenibili dai diagrammi di stato del materiale, per le leghe si possono avere dei range di 
temperature nei quali, cambiando la solubilità di una specie nell’altra, si ha la coesistenza tra fase 
solida e liquida. Per i materiali polimerici  si considera invece la  temperatura di rammollimento, che 
corrisponde invece al passaggio dallo stato gommoso a quello fuso. L’importanza della conoscenza di 
queste temperature non è strettamente connessa alle applicazioni biomediche (in quanto le temperature 
di esercizio sono in genere inferiori ai 40°C) ma piuttosto in relazione ai processi tecnologici 
(problematiche di compatibilità dei materiali utilizzati e delle fasi del processo tecnologico di 
fabbricazione) [43 cap. 3.9]. 
 
Proprietà elettriche: in relazione alla legge di Ohm, la resistenza elettrica del provino dipende dalle 
dimensioni e dalla resistività del materiale. Nella maggior parte dei materiali la resistività dipende solo 
dalla temperatura, mentre nei semiconduttori dipende anche dalla tensione applicata. La resistività 
risulta come noto bassa nei metalli ed invece elevata nei polimeri e nei materiali ceramici, che sono in 
genere isolanti. Questo parametro è significativo per i biomateriali che devono essere utilizzati negli 
elettrodi impiantabili. A seconda del materiali sono stati effettuati test di misura di resistenza o 
impedenza. 
 
Morfologia superficiale:  con lo scopo di aumentare la biocompatibilità dei materiali impiantabili, di 
ridurre l’adesione dei macrofagi sulle protesi e prevenire le reazioni infiammatorie, sono stati fatti 
molti studi sulla modificazione delle superfici dei materiali da impiantare. Questi test sono realizzati in 
primo luogo su polimeri, in quanto materiali principali per il rivestimento, il posizionamento e 
l’isolamento. I primi studi hanno sviluppato il confronto tra superfici lisce e rugose [33]: la rugosità è 
ottenibile con particolari tecniche di produzione quando essa è una proprietà intrinseca dei materiali, 
oppure può essere realizzata con particolari tecniche di micromachining, realizzando pattern specifici 
su superfici di per sé lisce, utilizzando per esempio fotolitografia o tecniche micromeccaniche. Studi in 
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letteratura riportano l’influenza della porosità sull’adesione dei neuroni, partendo dall’osservazione che 
la matrice extracellulare consiste di microtubi nanostrutturati [12]. Per verificare tali affermazioni sono 
state progettate particolari strutture in silicio poroso, utilizzando tecniche fotolitografiche per 
realizzarle e valutandone la riuscita tramite SEM(Scanning Electron Microscopy) [80]; tali strutture 
sono servite come substrato per la coltura in vitro di cellule appartenenti alla linea cellulare PC12. Con 
tale piattaforma di test è stato verificato l’effettivo aumento della porosità della superficie, il suo effetto 
positivo sulla crescita dei neuriti e sull’adesione delle cellule per la registrazione a lungo termine. 
Inoltre la lavorazione della superficie non interferisce con la possibilità di acquisire segnali. In fig. 3.1 
si vede la struttura finale dei diversi tipi di lavorazione superficiale, in fig. 3.2 la crescita delle 
terminazioni cellulari in rapporto alla lavorazione del substrato mentre nella fig. 3.3 è riportato il 
segnale tipico ottenuto dalla registrazione dell’attività elettrica delle cellule di PC12 cresciute su tali 
strutture. 
 
Figura 3.1: immagini rappresentative ottenute con SEM della nanoporosità ottenuta con UV back lit illumination  e UV 
illumination. L’illuminazione UV crea immagini con pori piazzati in modo più regolare e con spigoli più lisci. Le figure 
sulla sinistra sono state ottenute con 3500 ingrandimenti con una scala di 10 µm, mentre quelle a destra con 10000 
ingrandimenti con 1 µm. 
  
Figura 3.2: estensione dei neuriti di neuroni mantenuti in coltura per 3 giorni  su silicio non/poroso   
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Figura 3.3: attività neurale acquisita da quattro siti di registrazione su elettrodi con superficie non modificata (sinistra) e 
modificata (destra). 
 
Sulla base di tali risultati, in questo lavoro di tesi è stato allora affrontato lo studio dell’effetto della 
morfologia di elettrodi microlavorati sulla crescita e l’adesione neurale; realizzando elettrodi con siti di 
registrazione caratterizzati da porosità superficiali diverse ottenute e caratterizzate con tecnologia FIB 
(Focus Ion Beam).  
  
Biocompatibilità. Come già detto in precedenza, il concetto di biocompatibilità di un materiale riguarda 
tutti gli aspetti che possono indurre alterazioni dannose sia per i tessuti naturali che per la costruzione 
dei dispositivi a contatto con tali tessuti. Nel caso di metalli l’evento più probabile è la corrosione con 
rilascio di ioni metallici nei tessuti. Ciò conduce ad una riduzione delle caratteristiche meccaniche nel 
dispositivo impiantato e alla presenza di ioni metallici, talvolta tossici e difficilmente eliminabili. La 
concentrazione di ioni può aumentare nel tempo dipendendo dal bilancio tra il rilascio e la capacità di 
eliminazione dell’organismo. Il diffondersi degli ioni metallici nell’organismo può determinare 
pericolosi effetti sistemici, cioè non localizzati nella sede di rilascio, ma diffusi quando gli ioni sono 
trasportati dalla corrente ematica. Un ulteriore aspetto riguardo la biocompatibilità delle protesi neurali 
metalliche è il danno provocato dall’iniezione di carica permanente [43 cap. 1] che può infatti causare 
ingiurie ai tessuti neurali, gliosi, calcificazione dei neuroni e di altre cellule, inclusione di lipidi, o 
granuli di glicogeno negli astrociti, cosicché il tessuto può risultare danneggiato in modo irreversibile.  
I materiali polimerici solitamente impiegati negli impianti hanno un elevato peso molecolare e sono 
quindi potenzialmente inerti dal punto di vista chimico, ma altre sostanze, quali residui di monomeri 
nella massa polimerica, antiossidanti o plastificanti, spesso usati nelle varie fasi di sintesi e di 
lavorazione dei polimeri, possono essere rilasciate e, essendo solitamente tossiche, possono 
determinare effetti negativi sia localmente sia a livello sistemico. I materiali ceramici infine sono 
generalmente inerti dal punto di vista chimico.  
Per valutare la biocompatibilità di un materiale, gli esperimenti in vitro giocano il ruolo principale 
nonostante non riflettano l’intera complessità della situazione che si presenta in vivo. Le prove in vitro 
sono infatti basate su linee cellulari e colture di cellule primarie a seconda del tipo di applicazione; 
dopo che è avvenuto il contatto delle cellule con il materiale, devono essere valutati differenti 
parametri, quali variazioni morfologiche e ultrastrutturali, adesione delle cellule, rilascio di mediatori, 
presenza di molecole, mutamenti nel metabolismo, etc.. Tra questi parametri è importante il 
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metabolismo dell’acido arachidonico da parte dei macrofagi che è un indicatore di processi 
infiammatori in corso. Nel presente lavoro di tesi per effettuare le misure di biocompatibilità dei 
materiali utilizzati (tungsteno, biossido di silicio e polyimide) si è scelto di adoperate le cellule della 
linea PC12, secondo quanto suggerito in letteratura [53] e più dettagliatamente descritto nel seguito. 
      
3.1.1 Materiali metallici per l’elettrodo 
 
I materiali metallici trovano larghissimo uso come materiali da costruzione di dispositivi biomedici 
[43]. Gli impieghi sono i più svariati e vanno da componenti di apparecchiature a intere protesi o loro 
parti. La maggior parte trova applicazione nella fabbricazione di strumentario chirurgico, di protesi 
ortopediche e dentali e di mezzi di osteosintesi.  
In genere i materiali metallici trovano applicazione come biomateriali grazie ai seguenti motivi: 
1. hanno un elevato modulo elastico (≈ 100 ÷ 200 GPa) e un elevato carico di snervamento    (≈ 
300 ÷ 1000 MPa); 
2. hanno una buona duttilità e quando il carico supera il carico di snervamento la struttura si 
deforma plasticamente invece di rompersi fragilmente; 
3. hanno un’elevata resistenza alla fatica meccanica; 
4. possono essere lavorati utilizzando gran parte delle tecnologie tradizionali e le loro proprietà 
meccaniche possono essere modificate; 
5. se si cura la tecnologia di fabbricazione, soprattutto per quanto riguarda la finitura superficiale, i 
dispositivi metallici, opportunamente scelti, hanno un’ottima biocompatibilità. 
La biocompatibilità è connessa, nel caso dei metalli, al problema della corrosione in ambiente 
biologico. Infatti all’interno dell’organismo i fluidi biologici hanno un elevato potere corrosivo nei 
confronti dei metalli, in quanto costituiti da acqua, proteine e ioni; le conseguenze sono la ionizzazione 
degli atomi del metallo e il loro passaggio in soluzione, formando composti che si staccano dal pezzo 
metallico o si dissolvono facendo perdere funzionalità all’impianto stesso e contaminando i tessuti con 
effetti non desiderati e dannosi [32]. 
Quando un metallo, con o senza rivestimento isolante, viene impiantato in un tessuto, si hanno 
principalmente due risposte: 
1. i fluidi del tessuto provano a dissolverlo, 
2. si verifica una risposta infiammatoria e l’impianto innesca una serie di eventi che portano alla 
formazione di una capsula di tessuto fibroso isolante intorno al metallo. 
Questa capsula può essere sottile o spessa, in dipendenza dalla attività del tessuto e dalle proprietà della 
superficie dell’oggetto impiantato. Nel caso dell’elettrodo, la capsula lo separa dal tessuto che deve 
essere stimolato e da cui si deve registrare il segnale, diminuendo drasticamente l’ampiezza del segnale 
acquisito.  
In letteratura si trovano numerosi studi riguardanti le risposte provocate nel tessuto dall’impiantazione 
di metalli di diverso tipo. Fisher et al [22] in un loro lavoro conducono prove di biocompatibilità in 
vivo che consistono nell’applicare, nel cervello di cavie,  gruppi di sei elettrodi  filiformi costituiti da 
materiali diversi. Dopo circa una settimana dall’impianto, i provini sono estratti e sottoposti ad esame 
istologico per analizzare la capsula che si è generata intorno ad essi e le possibili risposte tossiche del 
tessuto. Confrontando rame, argento, acciaio inossidabile, oro, platino, tantalio e tungsteno, i primi due 
metalli mostrano essere i più tossici, provocando la formazione di una zona circolare di tessuto 
necrotico e edematous intorno al filo; la risposta  per i rimanenti è invece migliore: si osserva infatti la 
formazione della capsula che però si assottiglia dopo alcune settimane; inoltre la parte emorragica e 
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edematous circostante l’elettrodo viene riassorbita e sostituita con tessuto connettivo per azione dei 
capillari. 
Studi successivi condotti da Dymond et al. [34] confrontano invece il comportamento di elettrodi di 
platino, platino- 8% tungsteno, platino- 10% rodio, platino- 10% iridio, platino- 10% nickel, leghe di 
oro-nickel-cromo, cromo-nickel-molibdeno (Vitallium), acciaio inossidabile, argento, oro, boro: 
praticando lo stesso tipo di prove direttamente sul cervello di gatti hanno verificato che, mentre il boro 
risulta essere completamente non tossico, argento, rame e ferro devono essere scartati. Inoltre gli autori 
riportano che l’alluminio, l’oro, il platino e il tungsteno non provocano reazioni tossiche, quale per 
esempio gliosi. 
Agnew e McCreery [35] hanno riassunto i risultati pubblicati precedentemente, concludendo che i 
seguenti materiali possono essere considerati relativamente innocui: alluminio, berillio, cromo e 
tungsteno, mentre magnesio e manganese causano una necrosi locale; bismuto, cadmio, rame, cobalto e 
nickel provocano forte necrosi locale e infine  lo zinco richiama linfociti intorno all’elettrodo. 
 
Tabella 3.1: materiali per la realizzazione di elettrodi impiantabili 
          
Concludendo il materiale scelto per la realizzazione dell’elettrodo impiantabile è stato il tungsteno, 
viste le sue buone caratteristiche di biocompatibilità e le proprietà evidenziate negli studi menzionati.   
 
3.1.2 Materiali per il rivestimento 
 
Quando si sceglie il materiale con cui effettuare l’isolamento di un elettrodo devono essere prese in 
considerazioni alcune proprietà, in particolare il coefficiente di espansione termica, la costante 
dielettrica e la biocompatibilità [22].  
E’ importante che i coefficienti di espansione termica dei materiali costituenti l’elettrodo e il suo 
rivestimento siano paragonabili. In genere, se l’isolamento è depositato a temperatura ambiente, 
l’aumento di temperatura nel corpo  non produce sollecitazioni termiche significative e il precedente 
requisito è soddisfatto.  
Altri parametri da prendere in considerazione, correlati alla conducibilità dell’elettrodo, sono la 
costante dielettrica e l’intensità dielettrica. Nella tabella seguente, estratta dal lavoro di L.A. Geddes et 
al. [39] sono presentati i dati menzionati per alcuni materiali comunemente usati per il rivestimento di 
elettrodi impiantabili. Inoltre nel suddetto lavoro, in accordo con la letteratura precedente tra i materiali 
elencati in tabella si riporta la polyimide come quello che produce la minore risposta tissutale. Lo 
stesso risultato vale per il vetro (o biossido di Silicio) per applicazioni in cui la temperatura di esercizio 
non sia vincolante. 
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Tabella 3.2: tabella comparativa per il comportamento dei materiali 
 
Riguardo alla biocompatibilità, è ben noto [33] che le superfici idrofile e bagnabili hanno migliori 
proprietà di biocompatibilità. Molte sostanze, tra cui il biossido di silicio sono intrinsecamente idrofile. 
In altri casi l’idrofilicità superficiale è conferita da gruppi polari o ionici. Questo è il caso della 
polyimide, le cui caratteristiche idrofile sono conferite dai gruppi amide (-CONH). 
Nel presente lavoro di tesi, sulla base delle precedenti osservazioni, si è scelto il biossido di silicio e la 
polyimide come materiali per la realizzazione dell’isolamento dell’elettrodo. 
Il biossido di silicio, o silice, fa parte dei materiali ceramici avanzati, costituiti da materiali inorganici 
non metallici (ossidi, siliciuri, carburi, etc…) ottenuti con processi di sinterizzazione a partire dai 
minerali che costituiscono la crosta terrestre. 
L’utilizzo di materiali ceramici in applicazioni biomediche come materiali da impianto è favorito da 
alcune proprietà utili nei settori odontoiatrico, ortopedico e cardiovascolare: sono caratterizzati da 
inerzia chimica nei confronti dei fluidi biologici, da un’alta resistenza alla compressione e da una 
potenziale biocompatibilità. Hanno poi altre proprietà, quali elevata temperatura di fusione, bassissima 
conducibilità termica e elettrica e alta durezza. Questa ultima fa sì che il coefficiente d’attrito sia 
estremamente basso e che le caratteristiche tribologiche dei materiali ceramici siano le migliori rispetto 
a quelle di altre classi di materiali. 
A causa delle proprietà meccaniche vengono utilizzati non per realizzare interamente un manufatto, ma 
come rivestimento. I depositi di materiale ceramico sono solitamente ottenuti mediante tecniche di 
deposizione fisica in fase vapore (PDV) quali la placcatura ionica e lo sputtering, di deposizione 
chimica in fase vapore (CVD) e di spruzzatura termica ( plasma spray). 
Il biossido di silicio in particolare appartiene ai materiali ceramici biomedici detti bioinerti; con 
“bioinerzia” si intende che il materiale impiantato non induce né subisce alterazioni chimiche o 
biologiche dovute al contatto con l’ambiente biologico.    
La polimide fa parte delle poliammidi che, tra i polimeri per applicazioni biomedicali, sono considerate 
possedere buone caratteristiche di biocompatibilità e aderenza con i tessuti connettivi. In genere il 
successo dell’impiego dei materiali polimerici nel settore della bioingegneria dipende da numerose 
cause. Innanzitutto è facile ottenere manufatti in molte differenti forme, quali ad esempio fibre, tessuti, 
film sottili e film spessi. I polimeri sintetici hanno inoltre una struttura chimica molto simile ai polimeri 
naturali contenuti nei tessuti biologici, ad esempio il collagene, ed in alcuni casi è possibile ottenere dei 
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legami chimici tra le catene dei polimeri naturali e quelle dei polimeri sintetici. In tal caso si parla di 
“bioattività”,  intesa come interazione che promuove l’accettazione del materiale da parte 
dell’organismo. I materiali polimerici per uso biomedicale rispetto a quelli per applicazioni tradizionali 
devono inoltre contenere quantità molto limitate di additivi e di residui monometrici che possono essere 
rilasciati nei tessuti. 
L’impiego sempre più frequente della polyimide nel settore biomedicale è dovuto ad alcune sue 
peculiari proprietà quali l’ottima adesione alle superfici metalliche, l’elevata resistenza termica e 
chimica ed l’estrema purezza [40]. Inoltre è largamente consolidato l’uso della polyimide in 
microelettronica e microsistemi [41] grazie alla facilità di deposizione sotto forma di film sottili (per 
spin coating) e alle caratteristiche di fotosensibilità (il monomero precursore è direttamente modellabile 
per esposizione ai raggi UV, attacco chimico e polimerizzazione). La polyimide inoltre presenta 
eccellenti proprietà di rivestimento, fornendo protezione alla corrosione e al trasporto di ioni [42] senza 
indurre sollecitazioni meccaniche nella struttura rivestita.  
 
3.2 Linee cellulari e bioreagenti -Colture cellulari- 
 
Le colture cellulari interessano campi di ricerca differenti: la biologia cellulare e molecolare, la 
virologia, l’immunologia, etc. Possono infatti essere utilizzate per diversi scopi: 
1) le cellule coltivate in vitro possono fungere da materiale di partenza per l’estrazione di acidi nucleici 
o proteine; 
2) le cellule possono essere utilizzate per studi funzionali o di regolazione; 
3) per rigenerare in vitro tessuti o organi. 
3.2.1 Generalità sulle colture cellulari.  
 
Isolamento delle cellule dal tessuto, loro separazione per tipi e allestimento di colture cellulari 
 
La possibilità di isolare fisicamente particolari popolazioni di cellule o cellule singole di una 
popolazione mista riveste spesso una grande importanza in biologia cellulare; le cellule possono infatti 
essere separate sulla base della loro capacità di sopravvivenza in condizioni ambientali avverse. La 
selezione può essere influenzata da vari fattori, quali, ad esempio, la resistenza a infezioni o a sostanze 
citotossiche (tale resistenza può essere legata alla mancanza di recettori). La separazione di cellule, 
inoltre, può essere ottenuta sfruttando le loro differenti caratteristiche di 
sedimentazione mediante centrifugazione, tramite cromatografia di affinità,etc.  
Per questi motivi si hanno allora diversi criteri per classificare le colture. 
Quelle preparate direttamente da un tessuto si dicono colture primarie; una volta isolate da un qualsiasi 
tessuto animale le cellule sono in grado di compiere un numero finito di divisioni cellulari in vitro, 
dopodiché vanno incontro a degenerazione e morte. Tale fenomeno avviene indipendentemente dalla 
presenza di metaboliti appropriati per la crescita e si indica come senescenza; in genere il numero di 
“cicli” che una cellula è in grado di effettuare in vitro dipende dall’età  dell’animale. 
Le linee cellulari continue derivano invece da singole cellule in cui mutazioni spontanee o indotte 
hanno annullato il programma genetico della senescenza. Si dicono perciò immortali: proliferano in 
modo continuo in presenza degli opportuni metaboliti. Molte linee cellulari continue sono state ottenute 
a partire da tessuti tumorali, come per esempio la PC12. 
Diversamente le cellule trasformate presentano caratteristiche simili alle cellule cancerose: sono 
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immortali, proliferano in vitro fino a raggiungere una densità maggiore delle cellule normali e, spesso, 
crescono senza legarsi ad alcuna superficie. Per ottenere linee cellulari trasformate si ricorre a mezzi 
chimici o a virus che inducono il tumore. 
Le colture si possono poi distinguere a seconda che le cellule siano in sospensione o aderenti. 
Le cellule di origine emopoietica, che normalmente crescono in mezzo fluido, crescono in sospensione 
e si moltiplicano in vitro senza aderire. 
Le cellule che, invece, fanno parte di tessuti solidi crescono in vitro aderendo alla superficie delle 
piastre da coltura. Tale adesione è strettamente necessaria per la crescita in vitro e  per avvenire 
richiede l’interazione di recettori di membrana (le integrine) con le proteine adesive, adsorbite sulla 
superficie delle piastre da coltura. In molti casi i fattori di adesione devono essere aggiunti al mezzo in 
cui si mettono in coltura le cellule. 
La crescita in vitro, quindi, viene assicurata da tre fattori: 
a) elementi nutritivi di base (glucosio, aminoacidi,sali minerali) contenuti nel mezzo 
b) fattori di crescita (presenti nel siero) 
c) fattori di adesione (presenti nel siero) 
In tabella 3.3 è riportato un elenco delle linee cellulari animali comunemente utilizzate in biologia 
cellulare.  
 
Linea Cellulare 
 
Origine 
3T3 fibroblasti (topo) 
 
BHK21 fibroblasti (Syrian hamster) 
 
MDCK Cellule epiteliali (cane) 
 
HeLa Cellule epiteliali (umane) 
 
L6 Mioblasti (topo) 
PC12 Pheocromocitoma ( rattus norvegicus) 
COS kidney (monkey) 
 
Tab. 3.3 : Linee cellulari maggiormente utilizzate 
 
Terreni per colture cellulari 
 
I terreni usati per le colture cellulari differiscono tra loro per il contenuto in amminoacidi e sali, e per la 
concentrazione di glucosio. La composizione esatta dei singoli terreni ed il tipo di terreno adatto per 
una data linea cellulare viene di solito specificato dalla ditta produttrice. 
Per la crescita, le cellule richiedono un valore di pH del mezzo compreso tra 7.2 e 7.4.  
Per mantenere costante tale valore di pH, si ricorre per lo più ad incubatori con una fase gassosa 
contenente il 5% di 2CO  e terreni contenenti 3NaHCO . La  soluzione acquosa di base che costituisce il 
terreno di coltura contiene infatti bicarbonato di sodio; questo si dissocia e va  incontro ad idrolisi 
basica (tende a riformare l’acido debole di partenza) per poi rilasciare anidride carbonica. La 2CO  
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presente nell’incubatore tende quindi a controbilanciare questo aumento, mantenendo così il giusto pH 
del terreno. 
I terreni liquidi non contengono antibiotici, siero e Lglutamina, perché molto instabili; questi vanno 
perciò aggiunti prima dell’uso. 
Un altro componente è il siero, che è una miscela complessa di proteine plasmatiche, fattori di crescita, 
minerali,etc. I sieri di uso più comune nelle colture cellulari sono quelli  fetali di bovino, vitello (FBS o 
FCS) o equino. Se si vogliono mantenere le cellule embrionali staminali nel loro stato indifferenziato, 
invece, occorre usare un siero adatto (FBS selezionato per cellule embrionali indifferenziate). 
Le cellule aderenti che crescono in assenza di siero, inoltre, necessitano dell’aggiunta di proteine di 
adesione purificate. 
 
Controllo contaminazione 
 
Pur operando in condizioni di sterilità, lavorando con le colture cellulari c’è sempre rischio di 
contaminazione da parte di batteri, funghi, micoplasmi e virus. 
Mentre la contaminazione da batteri e miceti è facilmente identificabile (provoca un intorbidimento del 
terreno), quella da virus e da micoplasmi è più difficile da identificare. 
Per ridurre il rischi di contaminazioni, perciò, vengono aggiunti ai terreni di coltura degli agenti 
antibiotici, quali penicillina e  streptomicina e antimicotici (anfotericina B). 
Per prevenire le contaminazioni occorre seguire alcune regole. 
1) I terreni e le soluzioni che si usano devono essere tutti sterili. 
2) Si devono aggiungere: 
 - penicillina-streptomicina per scongiurare il pericolo di contaminazioni da batteri; 
 - anfotericina B (se non tossica per le cellule) contro i miceti. 
3) Si deve destinare il laboratorio solo alle colture cellulari. 
4) Ogni operazione deve essere fatta sempre sotto cappa a flusso laminare. 
5) Si deve utilizzare solo materiale sterile (di vetro o di plastica) o sterilizzato con autolavaggio o 
lavaggi in etanolo. 
7) La cappa deve essere ben pulita a inizio e fine lavoro, e sottoposta a esposizioni cicliche ai raggi 
UV. 
8) I filtri della cappa devono essere controllati periodicamente. 
9) Si deve mantenere con attenzione l’incubatore a 37°C ,ben pulito (pericolo miceti) e nei parametri 
stabiliti. 
 
 
Piastre da coltura 
 
In commercio sono disponibili piastre per colture cellulari e piastre per batteriologia (queste utilizzabili 
anche per la coltura di cellule in sospensione). 
Sono tutte in polistirene, ma la superficie delle piastre da coltura è trattata chimicamente in modo da 
renderla idrofila e carica negativamente: il polistirene è, in tal modo, capace di legare i fattori di 
adesione presenti nel siero. 
Le piastre per coltura aderenti si distinguono in  fiasche, ossia  contenitori con imboccatura stretta, 
chiusa con un tappo a vite, utili in caso che le cellule debbano essere trasportate fuori del laboratorio, e  
capsule petri, cioè  semplici piastre circolari di più facile manipolazione e più economiche delle 
fiasche. 
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Conta delle cellule 
 
Prima del conteggio si devono eliminare gli aggregati cellulari mediante trattamento enzimatico o 
chimico (es. tripsina, EDTA). 
La conta del numero di cellule in genere si effettua con la camera di Burker: questa è costituita da un 
vetro spesso, in cui è ricavata una camera capillare, chiusa superiormente da un vetrino bloccato da due 
graffe laterali. 
Al microscopio diventa evidente un reticolo ortogonale, che definisce una serie di aree e, quindi, di 
volumi. 
Per effettuare il conteggio, si deposita sulla camera pulita un volume di campione. Si copre la camera 
con il vetrino applicando una leggera pressione per assicurare un riempimento uniforme. Al 
microscopio si contano le cellule presenti nei quadrati delimitati da una doppia barra e quelle presenti 
su due lati dello stesso quadrato (non si contano, invece, quelle su gli altri due lati). 
Si ripete la conta per almeno tre quadrati, si fa una media del numero di cellule contate e si ricava il 
numero totale di cellule presenti nella sospensione con una proporzione. 
Il conteggio al microscopio  richiede tempo ed è poco accurato specialmente quando si ha a che fare 
con un alto numero di cellule; in tal caso, specialmente quando si hanno cellule in sospensione, si passa 
all’impiego dei contatori automatici di particelle, quale il contatore di particelle Coulter . 
 
Precauzioni utili 
 
Quando si realizza una coltura cellulare si devono tener presenti alcuni fattori [53]. 
a) La conta delle cellule è di fondamentale importanza: le cellule, infatti, non crescono in modo 
efficiente, o vanno incontro a morte, se seminate al di sotto di una certa densità. 
b) Quando si duplica un campione, si deve fare attenzione a staccare bene tutte le cellule, non solo 
utilizzando enzimi che rompono i legami con cui le cellule aderiscono al substrato, ma anche 
meccanicamente con scraper  sterili; in questo modo si  evita di selezionare una sottopopolazione di 
cellule meno aderenti. 
c) Le cellule devono essere distribuite nelle nuove piastre in modo uniforme per evitare che una parte 
di esse arrivi a confluenza prima delle altre e possa crescere in multistrato. 
d) Le cellule staccate dal substrato possono rimanere sospese in una provetta di polipropilene per il 
tempo strettamente necessario alla conta, altrimenti le cellule tornano ad aderire al supporto della 
piastra. 
 
Colture di cellule in sospensione 
 
Le linee cellulari di origine emopoietica crescono in sospensione senza aderire alla piastra di coltura, e 
ciò può avvenire in condizioni statiche o in agitazione. 
Nel  primo caso le cellule vengono cresciute in condizioni statiche in capsule petri per batteriologia o in 
fiasche; queste si moltiplicano fino a raggiungere una densità massima oltre la quale si arrestano. 
Il sistema in agitazione, invece, si usa per crescere volumi maggiori di cellule, ed avviene in bottiglie 
con un ancoretta magnetica. Per capire quando si è raggiunta la densità massima, in questo caso è 
necessario contare le cellule. L’amplificazione si ottiene diluendo le cellule in terreno fresco. 
 
Conservazione delle cellule in azoto liquido 
 
Subculture ripetute di linee cellulari possono portare ad aberrazioni genetiche; per evitare tali 
inconvenienti si ricorre alla conservazione in azoto liquido (-196°C).  
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Il congelamento in azoto liquido mantiene infatti le cellule vive in completa quiescenza per anni. 
Tramite congelamento, quindi, si può costituire uno stock di cellule che mantengono le caratteristiche 
fisiologiche e biochimiche delle cellule di partenza. 
Le reazioni enzimatiche cessano a –130°C circa, affinché il congelamento abbia esito positivo è allora 
necessario che la vitalità cellulare sia mantenuta per il periodo in cui il campione è conservato in azoto 
liquido; in particolare le cellule che vengono congelate devono essere in fase logaritmica di crescita o 
devono aver appena raggiunto la confluenza.  
Il congelamento viene fatto in presenza di terreno di crescita, siero e agenti crioprotettivi (DMSO).  
La velocità con cui il campione viene congelato è molto importante perché congelamenti troppo rapidi 
portano alla formazione di cristalli di ghiaccio all’interno delle cellule che, al momento dello 
scongelamento, provocano la lisi della membrana plasmatica. 
L’aggiunta nel medium di un agente crioprotettivo quale glicerolo o DMSO  favorisce la deposizione di 
ghiaccio nell’ambiente extracellulare. 
Il raffreddamento graduale comporta il mantenimento del campione dapprima in ghiaccio, poi si arriva 
lentamente a temperature di –50°C/-70°C e , dopo un periodo prestabilito, il campione viene trasferito 
in azoto liquido. 
Lo scongelamento, al contrario, deve essere rapido: il campione viene trasferito in un bagnetto 
termostatato a 37°C per pochi minuti, a cui segue l’allontanamento dell’agente crioprotettivo. 
 
3.2.2 Linea cellulare PC12       
 
La linea cellulare PC12 è stata clonata nel 1976 (Greene e Tischler) da un peocromocitoma 
trapiantabile di ratto. Il tumore originale è apparso per la prima volta ai raggi X in un topo al New 
England Deaconess Hospital. 
In generale le cellule di PC12, a causa delle loro caratteristiche proprie dei simpaticoblasti, possono 
servire quale modello per studiare il comportamento dei neuroni del sistema simpatico [54]. E’ inoltre 
di particolare interesse la risposta delle cellule di PC12 al fattore di crescita neurale (nerve growth 
factor, NGF): in sua presenza si assiste infatti ad un drammatico cambiamento fenotipico e 
all’acquisizione delle caratteristiche peculiari del neurone. Tra le risposte più interessanti che si 
registrano dopo la somministrazione del fattore di crescita, si ha la cessazione della proliferazione, la 
generazione di lunghi neuriti e l’apparizione di eccitabilità elettrica. Queste proprietà hanno promosso 
un largo numero di studi dedicati in particolare a scoprire il meccanismo di azione del fattore di 
crescita e rivelare il meccanismo molecolare con cui i neuroblasti si differenziano in neuroni maturi. 
Negli ultimi anni l’utilizzo della linea della PC12 è aumentato esponenzialmente, e ciò è attribuibile 
alla sua stabilità e omogeneità, alla capacità di differenziazione, alla risposta notevole che offre 
all’applicazione del fattore di crescita e alle sue potenzialità per quanto riguarda la manipolazione 
genetica. 
Dovendo utilizzare questa linea cellulare per le nostre applicazioni, se ne devono conoscere anche i 
limiti. Essendo tumore-derivata, per definizione questa evolverà dallo  stadio di neuroblastoma in 
quello maturo, e a questo proposito può essere di interesse, ma deve anche indurre attenzione, il fatto 
che i fattori responsabili del cambiamento del fenotipo non sono stati ancora scoperti. E’ anche 
importante sottolineare il fatto che le cellule di PC12 non possono essere prese come modello perfetto 
di un neurone, poiché non si ha in questa linea  alcuna capacità evidente di ricevere o formare 
connessioni sinaptiche. Un terzo limite riguarda la stabilità e le variazioni della linea: essendo cellule 
che proliferano, queste vanno incontro a mutazioni spontanee e conseguente produzione di varianti. 
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Promotore di adesione (collagene) 
 
Dal momento che le cellule di PC12 aderiscono poco alle superfici di coltura plastiche o vetrose, il 
collagene è generalmente utilizzato per mantenere la coltura aderente al substrato: i vantaggi di questa 
tecnica sono che viene mantenuta tutta la popolazione senza selezionare solo quelle che riescono ad 
attaccarsi e, in secondo luogo, che la creazione di un monostrato di cellule adese permette di cambiare 
velocemente il mezzo di coltura e rimuovere il materiale extracellulare evitando di staccare le cellule o 
di centrifugare.   
Il collagene è una proteina strutturale e, insieme all’elastina, è il maggior costituente dei tessuti molli. 
Ne esistono di diversi tipi i quali, nei tessuti dei mammiferi, formano fibre che si trovano nella pelle, 
nei tendini, nelle ossa, nelle cartilagini e nei tessuti cardiovascolari. Le fibre di collagene hanno lo 
scopo di limitare le deformazioni dei tessuti e di prevenirne le rotture meccaniche. 
La struttura base del collagene è costituita da tre aminoacidi fondamentali (glicina GLY, prolina PRO, 
idrossiprolina HYP) più un quarto aminoacido, arrangiati in una sequenza tipica GLY-PRO-HYP-
GLY-altro aminoacido; i polimeri lineari interagiscono tra loro sottoforma di tripla elica. Le triple 
supereliche del collagene formano a loro volta fibre di diametro pari a 1-2 µm che risultano molto 
stabili chimicamente e sono responsabili delle proprietà meccaniche. 
Il collagene è il coating più utilizzato a basso prezzo per le colture cellulari su dischetti di Petri. Può 
essere facilmente preparato in laboratorio estraendolo dalla coda del topo, ma viene anche venduto in 
stock solubili dai maggiori distributori di materiali biologici. 
Ci sono essenzialmente due modi per applicare il coating sulle superfici di coltura; il primo consiste nel 
diluire lo stock in acqua sterile o in etanolo sterile al 30%, porre il composto nel dischetto di Petri e, per 
permettere l’asciugatura, lasciarlo aperto per una notte all’interno di un incubatore. 
In alternativa il collagene, una volta diluito in acqua sterilizzata, può essere aggiunto in forma più 
concentrata e in volumi più limitati, cioè 200 µl per una Petri di 3,5 cm di diametro, in modo da 
coprirne il fondo con un diffusore, con una forma a paletta: applicato in questo modo il collagene riesce 
a seccare in 1-2 ore.  
E’ importante controllare la quantità di collagene applicato, poiché esso influenza l’adesione e la 
crescita neurale delle cellule di PC12: con una concentrazione insufficiente  i corpi cellulari e i neuriti 
aderiscono in modo scarso, mentre con troppo collagene la proliferazione è rallentata e la risposta al 
fattore di crescita è ritardato e sparso. In ogni modo risulta necessario prevedere dei test con diverse 
diluizioni, aumentandole di un fattore due, alimentando le cellule e  monitorandone il comportamento. 
Tipicamente, sulla base dei volumi suggeriti sopra, una diluizione dello stock 1:50 risulta adeguata  per 
la prima procedura, mentre per quella più rapida è sufficiente una diluizione a 1:10. Per quanto riguarda 
il collagene acquistato in stock, una concentrazione di 1-10µg/ 2cm  risulta ottimale per iniziare il test. 
E’ importante ricordare che ogni materiale diluito che non viene immediatamente utilizzato deve essere 
mantenuto a -20°C  e devono essere evitati ripetuti cicli di congelamento/scongelamento;  inoltre una 
volta che il collagene viene deposto su una superficie, questa può essere mantenuta chiusa in incubatore 
per circa una settimana. Durante questo periodo, le proprietà adesive del substrato diminuiscono 
progressivamente.        
  
Promotore di differenziazione della linea cellulare PC12 (NGF) 
 
La linea cellulare PC12 presenta una buona risposta all’applicazione del fattore di crescita: in sua 
presenza si assiste ad un drammatico cambiamento del fenotipo per cui le cellule assumono numerose 
proprietà caratteristiche dei neuroni simpatici. Tra le risposte salienti al fattore di crescita c’è la 
cessazione della proliferazione, la generazione di lunghi neuriti, lo sviluppo di eccitabilità elettrica e un 
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certo numero di cambiamenti nella composizione associati con l’acquisizione del fenotipo neurale. 
Queste proprietà hanno promosso un ampio numero di studi dedicati in particolare a definire il 
meccanismo di azione del NGF e , in generale, a scoprire i meccanismi molecolari con cui si ottiene la 
differenziazione dei neuroblasti in neuroni maturi postmitotici [57]. L’utilizzo del NGF può servire 
anche come fattore di sopravvivenza per le cellule in terreno privo di siero. 
Per assicurare uno sviluppo ottimale dei neuriti si devono considerare due fondamentali parametri che 
meritano attenzione. Il primo è la densità cellulare: ad alte densità la crescita dei neuriti è inibita mentre 
a basse densità le cellule non riescono a sopravvivere. (Greene et al, 1982). Studi empirici hanno 
mostrato che 2,5-10 X 410  cellule per 2cm  è un buon range di densità. 
La seconda considerazione riguarda il substrato: il trattamento con NGF diminuisce l’aderenza delle 
cellule al substrato plastico di coltura per cui è necessario un coating con collagene.  
Le cellule di PC12 possono essere esposte a NGF nel mezzo completo, in un mezzo contenente solo 
horse serum 1% o in un mezzo senza il siero (negli ultimi due casi si ha un risparmio notevole di siero). 
Sotto queste condizioni, le cellule generano neuriti relativamente lentamente. Il processo inizia ad 
apparire dopo uno o due giorni di trattamento e dopo circa una settimana il 90-95 % delle cellule avrà 
sviluppato le terminazioni. 
Si ha uno sviluppo in lunghezza di circa 50 µm/giorno nei primi 10 giorni e in due settimane le cellule 
generano una massa notevole di neuriti.   
   
3.2.3 Specifiche su reagenti e soluzioni utilizzati 
 
Il terreno in cui vengono mantenute le cellule è così costituito: 
- EMEM, ossia Eagle Minimum Essential Media: è una soluzione salina , mantenuta tra 2 e 8 °C, 
sterilizzato, con aminoacidi non essenziali, L-glutammina e bicarbonato di sodio. 
- siero equino, sterilizzato e filtrato a 0,1 µm e mantenuto a -70 °C. 
- siero bovino, con le stesse caratteristiche del precedente, entrambi necessari per il nutrimento delle 
cellule. 
- antibiotico, ossia  una soluzione di penicillina, streptomicina e glutammina, mantenuta a -20°C, per 
evitare la proliferazione di germi e miceti. 
Una volta costituito il terreno di coltura e aggiunte ad esso le cellule, per la loro proliferazione è 
necessario che esse aderiscano al substrato. Per le cellule di PC12 ciò avviene spontaneamente sulle 
piastre per coltura in polistirene, anche se in modo non troppo stabile. Il fatto che l’adesione non sia di 
per sé notevole può costituisce un aspetto positivo poiché un monostrato può essere rimosso 
rapidamente durante le manipolazioni sperimentali. Ciò comporta un ricambio veloce del liquido di 
coltura e la rimozione del materiale extracellulare senza ricorrere al distacco delle cellule o alla 
centrifugazione. 
Per applicazioni specifiche, quale la crescita da noi realizzata sugli elettrodi, in letteratura [53] si 
raccomanda fortemente di utilizzare un coating adesivo poiché su materiali plastici o su vetro le cellule 
non riescono ad aderire. Il coating più utilizzato e con un migliore rapporto costo-efficienza è il 
collagene estratto dalla coda di topo, che può essere reperito dai fornitori di materiale biologico o 
preparato direttamente in laboratorio. L’unico limite di questa sostanza è la scarsa adesione al vetro, 
per cui viene sostituita da materiali alternativi, quali  Matrigel, cioè un  preparato di matrice 
extracellulare reperibile commercialmente, o viene applicato su materiali polimerici sintetici, in special 
modo in questo caso su polimide. 
Il tempo di duplicazione delle cellule di PC12 è di circa due-tre giorni. Per il mantenimento e per la 
proliferazione è necessario aggiungere nuovo terreno con la stessa periodicità, con la premura di non 
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staccare le cellule adese, né stressare il substrato, poiché, specialmente nel caso di cellule trattate con 
NGF, si ha il rischio di distacco del monostrato: a questo scopo la soluzione viene applicata lungo il 
bordo del dischetto.  
La coltura viene mantenuta in un’atmosfera satura, controllata in incubatore, con il 5% di 2CO  a 37°C. 
Quando raggiungono la confluenza, le cellule devono essere sotto-coltivate con un rapporto di 1:4; 
infatti le cellule non proliferano a basse densità, poiché si deve avere una interazione ma neanche a 
densità elevate, a causa della mancanza di sostanze nutritive. 
Le cellule di PC12 possono essere mantenute per lunghi periodi congelate: dopo essere staccate dal 
substrato e centrifugate, vengono sospese nel terreno completo a cui si aggiunge il 5% di dimethil 
sulfoxide (DMSO), utilizzato come crioprotettore. Si possono immagazzinare in criovials e portare con 
un rate di 1°C per minuto a -60°C. In queste condizioni le cellule possono restare per sei mesi, mentre 
per tempi più lunghi devono essere poste in azoto liquido. 
Per quanto riguarda la differenziazione con NGF, si trovano in letteratura alcuni parametri di cui si 
deve tener conto, in primo luogo la densità volumetrica. Studi empirici mostrano che una densità di 
2,5x 410  cellule per 2cm  permette la sopravvivenza. 
Un secondo fattore è l’attenzione durante la manipolazione del substrato: una volta che le cellule hanno 
sviluppato i loro neuriti, esse manifestano un alto grado di tensione laterale quindi ogni trazione del 
supporto su cui sono adese risulta amplificata su di esse e può  provocarne il distacco. 
Per generare le terminazioni, dopo il trattamento con il fattore di crescita, le cellule impiegano una 
settimana circa, ma in seguito la crescita dei neuriti è di circa 50µm/ giorno per il 90-95% della 
popolazione in coltura. 
In tabella 3.4 è riportato l’elenco delle sostanze utilizzate nel presente lavoro di tesi per effettuare la 
coltura in vitro di cellule PC12. 
  
Biomateriale 
 
ConfezionamentoTemperatura 
di 
mantenimento
Fornitore 
PC-12  -80°C LGC Promochem 
EMEM 500 ml -8°C LGC Promochem 
Horse serum 500 ml -20°C LGC Promochem 
Fetal bovine serum 100 ml -20°C LGC Promochem 
DMSO 5x5 ml vials -8°C LGC Promochem 
Penicillin-Streptomycin-glutamine solution 100 ml -20°C LGC Promochem 
Trypsin-EDTA solution 100 ml -20°C LGC Promochem 
Collagen IV mouse 1 mg -20°C LGC Promochem 
Nerve Growth Factor-β 100µg -20°C SIGMA 
Tab. 3.4: Elenco sostanze utilizzate per la coltura cellulare PC12. 
 
Di seguito i materiali biologici elencati in tabella sono brevemente descritti. Informazioni aggiuntive 
sono riportate nei fogli di specifica delle sostanze (Annesso I). 
 
Linea cellulare PC-12  
   
La linea cellulare  PC-12 è stata  derivata da un pheochromocytoma trapiantabile di topo. Le cellule 
rispondono in modo reversibile al NGF con l’induzione del fenotipo neurale. Queste cellule non 
sintetizzano epinefrine [56]. 
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Eagle's Minimum Essential Media (EMEM)     
 
Contiene soluzione salina bilanciata Earles , aminoacidi non-essenziali, 2 mM di L-glutamina, 1 mM di 
piruvato di sodio, e 1500 mg/L di bicarbonato di sodio. Il livello di bicarbonato di sodio (NaHCO3, 1.5 
g/L) è adatto per l’uso in ambienti con il 5% di CO2 .  
 
Horse Serum 
 
Il siero equino è ottenuto dal sangue ricavato da mandrie di cavalli donatori selezionate cresciuti negli 
Stati Uniti. E’ tre volte filtrato attraverso filtri  0.1-µm. Ciascun lotto di siero equino è testato per 
quanto riguarda la sterilità e l’abilità di supportare la crescita di cellule usando fattori di crescita.  
 
Fetal Bovine Serum     
 
Il siero fetale bovino è ottenuto dal sangue fetale bovino raccolto in mattatoio sottoposti a verifica 
USDA  negli Stati Uniti.  E’ tre volte filtrato attraverso filtri  0.1-µm. Ciascun lotto di siero bovino è 
testato per quanto riguarda la sterilità, l’abilità di supportare la crescita di cellule usando fattori di 
crescita.  
 
Dimethylsulfoxide (DMSO)     
 
Il DMSO è utilizzato come crioprotettore per preservare la linea cellulare. ATCC DMSO è stato testato 
e approvato per le linee cellulari e è stato testato per assicurare la nontossicità e la sterilità.  
 
Penicillin-Streptomycin-Glutamine Solution    
 
Contiene penicillina (10,000 I.U./ml), streptomicina (10,000 µg/ml), e L-glutamina (200 mM) in una 
soluzione opportuna. Aggiungendo inizialmente questa soluzione al mezzo di coltura delle cellule si 
riduce il rischio di contaminazioni.  
 
Trypsin-EDTA Solution 
 
Contiene lo 0.25% Tripsina per 0.53 mM di EDTA in soluzione salina bilanciata Hanks senza calcio né 
magnesio. E’ utilizzata per la dissociazione di monostrato di cellule.  
 
Collagen IV, mouse     
 
E’ preparato dal sarcoma di topo Engelbreth-Holm-Swarm (EHS). E’ il maggior componente del 
complesso della membrana basale extracellulare insieme con la laminina, proteoglicani e entactina. Può 
essere utilizzato come copertura delle Petri di coltura per promuovere l’adesione e la proliferazione 
delle cellule epiteliali, endoteliali, muscolari e nervose. 
 
Nerve growth factor-Beta (NGF-β) 
 
Il NGF-β umano è espresso nelle cellule del mieloma di topo. Il NGF-β è isolato dal NGF 7S 
dissociato e omogeneo (il fattore di crescita neurale (NGF)7S è caratterizzato da un aggregato non 
covalente che contiene tre tipi di catene polipeptidiche, α, β e γ). Il gene codificante il NGF-β umano è 
stato localizzato nel cromosoma 1. Il confronto tra il gene del topo e quello umano indica che i due geni 
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sono organizzati con struttura introne/esone simile [3]. Il NGF-β promuove la sopravvivenza e il 
fenotipo colinergico  dei neuroni colinergici del prodencefalo basale e stimola lo sviluppo in vitro dei 
neuriti dei neuroni motori del trigemino embrionale [4]. 
In particolare il NGF-β stimola la proliferazione delle mast-cellule [10] e agisce come mitogeno per i 
linfocici T e B.   
     
3.3 La camera bianca: tecnologie di micro-nanofabbricazione, e di 
caratterizzazione  
 
Il laboratorio CRIM (Centro di Ricerca In Microingegneria) è situato presso il Polo Sant’Anna Valdera 
(PSV) della Scuola Superiore Sant'Anna. Il PSV persegue un’attività di ricerca avanzata e formazione 
nel campo della robotica, bioingegneria, biotecnologie, microingegneria, ambienti virtuali, informatica, 
nonché nell’innovazione e nel marketing territoriale. 
In particolare l’attività scientifica del laboratorio CRIM è focalizzata sullo studio di metodi di 
progettazione e tecnologie di fabbricazione per la realizzazione di microcomponenti, microsistemi e 
micromacchine per applicazioni mediche e biochimiche usando tecnologie innovative di 
microfabbricazione. In particolare il CRIM sviluppa sistemi per la chirurgia e la terapia minimamente 
invasiva, microendoscopi autonomi, sensori per la diagnostica e il monitoraggio della salute (ivi 
compresi sistemi per il monitoraggio ambientale), microstrumentazione per la caratterizzazione di 
tessuti biologici e microrobot per l’assemblaggio di micromacchine.  
Per la realizzazione dei propri microdispositivi, il CRIM si avvale di una camera bianca (classe 1000-
10000) di oltre 100 m2 e di attrezzature specifiche per la realizzazione, la caratterizzazione e la 
calibrazione dei microsistemi. In particolare è presente una stazione per micro deposizione galvanica 
(Kissler µgalv 1200), un banco di attacco chimico per litografia (Arias wet chemical bench), un’area 
dedicata alle colture biologiche, un microscopio a fascio ionico per nano fabbricazione e nano 
ispezione (FEI 200 Focused Ion Beam), un sistema di deposizione di strati monomolecolari organici 
(Langmuir Blodgett KSV 5000), una macchina per lo sputtering (LEYBOLD DDS 150) e un 
microscopio a forza atomica (TOPOMETRIX TMX 2000). 
La pianta e un elenco più dettagliato delle attrezzature sono riportati nella  figura  e nella tabella 
seguenti. 
 
Figura 3.4: mappa della camera bianca 
 
 
µ- bonder 
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• FEI 200 Focused Ion Beam 
Il sistema F.I.B (focused ion beam) si basa sull’utilizzo di un fascio di ioni di Gallio, focalizzato 
sulla superficie di interesse. Il FIB è largamente usato per l’esame dei materiali come 
semiconduttori, celle solari, film sottili dove sono richieste informazioni sulle superfici esaminate. 
Con correnti più elevate, il FIB esegue microlavorazioni e deposizioni localizzate di conduttori e 
isolatori. 
• Kissler µgalv 1200 
Implementa il processo galvanico per deposizione di microstrutture metalliche. Si basa sul 
principio dell’elettrolisi. I processi realizzabili sono: deposizione di metalli (Au Ni, Cu, ..) e leghe 
(Ni-Fe, Ni-Co, …).  
• Arias wet chemical bench 
Banco chimico per la realizzazione di strutture tridimensionali di dimensioni submillimetriche 
mediante la tecnologia del Wet Bulk Micromachining.   
• AFM/STM Microscope (TOPOMETRIX TMX 2000) 
Microscopio a forza atomica per la caratterizzazione della superficie di un campione su scala 
nanometrica. E’ equipaggiato con un scanner con finestra dimensionale 7 X 7 µm2. E’ inoltre 
dotato di modulo per la visione di materiale biologico. 
• Monomolecular Layer deposition system (Langmuir Blodgett KSV 5000) 
La tecnica inventata da Irving Langmuir e Katharine Blodgett, consente la deposizione controllata 
di layer monomolecolari. Questa tecnica di deposizione è limitata ai materiali che consistono in 
lunghe catene molecolari con un’estremità idrofobica e l’altra idrofilica. Durante il processo, un 
film molecolare galleggiante su una superficie acquosa è compresso in un film compatto e 
trasferito ad un substrato solido per immersione del substrato nel bagno a velocità costante e 
tensione superficiale costante. 
• Oven (HAREAEUS VTR 5022) 
Forno tubolare in quarzo per la crescita del biossido di silicio. 
• Sputtering Machine (LEYBOLD DDS 150) 
Tecnologia per la deposizione di film sottili sub-micrometrici. Consente la deposizione di film 
isolanti e conduttori, equipaggiata con sensore per la misura degli spessori deposti. 
• Laminar flow cabinet and hoods 
Cappe a flusso, a flusso laminare per la manipolazione dei materiali e la conduzione dei processi. 
• Hirox Microscope 
Microscopio ottico ad altissima risoluzione. Dotato di modulo per la visione di materiale 
biologico. 
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• Automatic Wire Bonder (K&S 1419) 
Dispositivo per microsaldatura a filo. 
Tabella 3.5: elenco delle attrezzature in camera bianca 
3.3.1 Tecnologia Focused Ion Beam 
 
Inizialmente sviluppata per soddisfare la domanda dell’industria dei circuiti integrati (IC), la tecnologia 
Focused Ion Beam (FIB) ha trovato recentemente applicazione come tecnica di microfabbricazione su 
scala sub-micrometrica [45]. M.J.Vasile et al. [46] forniscono un utile panoramica delle applicazioni 
FIB in micro machining. Recentemente, i sistemi FIB hanno raggiunto risoluzioni spaziali paragonabili 
ai tradizionali microscopi a scansione elettronica (SEM), ottenendo un ruolo di tutto rispetto come 
strumenti di visione (“imaging”) , in aggiunta alle capacità di sezionamento e deposizione [47]. Infine i 
sistemi FIB hanno di recente attratto l’interesse dei ricercatori di scienze dei materiali come tecnica 
analitica: il bombardamento con ioni produce infatti effetti che possono essere esplorati dal 
microscopio. 
I sistemi FIB si basano sull’utilizzo di sorgenti ioniche metalliche liquide (LMIS), generalmente 
sorgenti di ioni Gallio (Ga+)  ad alta brillantezza a energie tipiche comprese tra  4 keV and 50 keV. 
Nella sorgente liquida è immerso un ago di Tungsteno (W). Il Ga bagna l’ago e fluisce verso la punta. 
Un elevato campo elettrico  di estrazione  (108 V/cm) è usato per spingere il Ga liquido nell’estremità 
conica il cui raggio è intorno a  5–10 nm. Gli ioni emessi per effetto del campo ionizzante sono post 
ionizzati e accelerati all’interno della colonna ionica. I sistemi FIB tipicamente operano con tensioni di 
accelerazioni comprese tra  5 and 50 keV. Agendo sulle lenti elettrostatiche e sulla dimensione effettiva 
dell’apertura della colonna ionica, la densità di corrente del fascio ionico (e quindi il diametro del 
fascio) possono essere variati da 5 nm fino a 5 µm. In fig. 3.5  sono mostrati gli schemi della colonna 
FIB e della LMIS. 
 
Figura 3.5: Schemi della colonna (sulla sinistra) e della LMIS (sulla destra) di un sistema FIB 
 
Quando gli ioni ad alta energia colpiscono la superficie del campione solido, essi cedono la loro 
energia agli elettroni  e agli atomi del solido. Gli effetti fisici risultanti sono (fig. 3.6):  
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- lo sputtering degli atomi neutri o ionizzati del substrato: questo effetto permette il milling di un 
substrato solido; 
- l’emissione di elettroni, su cui si basa l’imaging; 
- lo spostamento di atomi nel solido che induce difetti o danni puntuali nel reticolo solido; 
- l’emissione di fotoni che induce il riscaldamento del campione. 
 
Figura 3.6: schema degli effetti indotti dal bombardamento di una superficie particelle ioniche ad alta energia 
 
Le componenti principali di un sistema FIB oltre la colonna ionica, sono la camera di lavoro, il sistema 
di iniezione del gas, il sistema del vuoto  e la stazione di lavoro (interfaccia con l’operatore). Il vuoto 
all’interno della colonna e della camera di lavoro è mantenuto attraverso un sistema di pompe. Il 
sistema di iniezione del gas permette di rilasciare differenti tipi di gas usati per deposizione di metalli e 
per isolanti (gas assisted deposition) e per il milling (gas assisted etching).  
I processi realizzabili con un sistema FIB sono essenzialmente tre: l’imaging, il milling e la 
deposizione.  
 
Imaging 
In una immagine FIB molti meccanismi di contrasto interagiscono simultaneamente e generalmente i 
dettagli di un immagine possono essere migliorati aumentando o diminuendo l’effetto di un particolare 
meccanismo. I meccanismi di contrasto sono essenzialmente tre (lo channeling, il contrasto di tensione 
e il contrasto topografico) e sono ampiamente descritti in letteratura  [48].   
In particolare nei materiali cristallini lo channelling è adoperato per la caratterizzazione della struttura 
granulare (fig. 3.7 a). Il contrasto di tensione è usato principalmente per visualizzare componenti 
elettronici basandosi sulla differenza di brillantezza degli strati di isolante e conduttore (fig. 3.7 b). Il 
contrasto topografico invece permette,  attraverso caratteristiche di profondità, di riprodurre meglio la 
forma  dell’oggetto (figura 3.7 c). 
 
Figura 3.7: a) Immagine FIB di una scavo realizzato via FIB milling. b) Immagine FIB di una sezione trasversale di un 
componente elettronico. c) Immagine FIB della punta del cantilever di un AFM. 
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Milling 
In un sistema FIB la rimozione del materiale avviene usando un fascio ionico ad alta corrente [49]. Il 
risultato è lo sputtering fisico del materiale. La risoluzione del processo di milling è di poche decine di 
nanometri. L’aspect - ratio dei fori realizzati via milling è tra 10–20. I sistemi FIB rappresentano 
sistemi unici di microfabricazione di strutture tridimensionali offrendo una combinazione di visione in 
tempo reale e di microfabbricazione in un unico strumento. Inoltre la possibilità di produrre fasci ionici 
di 10 nm rende il sistema un dispositivo di nano fabbricazione. Un esempio di foro realizzato su una 
sfera sub-micrometrica è mostrato fig. 3.10. Molti altri esempi sono riportati in letteratura [50]. 
L’ampio campo di variabilità della dimensione dello spot (10-500 nm) e della corrente di lavoro rende 
il sistema FIB uno strumento  ideale sia per la micro che per la nano ingegneria.  
Alcuni problemi pratici del milling sono i lunghi tempi di lavorazione per rimuovere larghi volumi di 
materiale e gli effetti di rideposizione del materiale che incidono sulla risoluzione della lavorazione 
[51]. Tali problemi possono facilmente essere ridotti ricorrendo al FIB assisted etching: irradiando il 
campione in un ambiente con un gas reattivo, è possibile aumentare la velocità di rimozione fino a 
centinaia di volte rispetto al milling.  
 
 
Figura 3.8: Foro (200 nm in diametro) realizzato per FIB milling in una sfera sub-micrometrica. 
 
Gas assisted deposition 
I sistemi FIB consentono la deposizione (senza mascheratura) sia di metalli che di isolanti. Il principio 
base e le reazioni coinvolte sono simili a quelle coinvolte nella  Laser induced CVD [52]. Platino (Pt) 
and tungsteno (W) sono i metalli tipicamente depositati mentre il biossido di silicio (SiO2) è il tipico 
isolante. Per la deposizione del W il gas precursore è W(CO)6; per il SiO2 i tipici precursori sono 1, 3, 
5, 7-tetramethylcyclotetrasiloxane (TMCTS) e ossigeno (O2) o vapor d’acqua. (H2O). Il processo ha 
alta risoluzione (minima dimensione laterale dell’ordine di 100 nm e spessori sotto i 100 nm) ma bassa 
velocità di deposizione (intorno a 0.05 µm3 s-1). In fig. 3.9 sono riportati alcuni esempi di deposizione 
via gas assisted deposition di complesse strutture tridimensionali (aspect-ratio intorno a 10-20).  
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Figura 3.9: Esempi di deposizioni tridimensionali realizzare via FIB.  
 
 
 
Figura 3.10: Foto del sistema FIB FEI 200 disponibile presso il laboratorio CRIM 
 
Dispositivo FEI 200 focused ion beam 
Metodo di microfabbricazione Milling (o sputtering) localizzato e deposizione per  focused ion beam 
Materiali/Applicazioni Conduttori e isolanti  
Dimensione tipica Min/Max (axis travel) Dal sub-micron al millimetro 
Tolleranza 50 nm 
Tabella 3.6: informazioni tecniche del sistema FIB FEI 200 
 
La fig. 3.10 mostra il sistema FIB disponibile presso il laboratorio CRIM. In tab. 3.6 sono riportate le 
principali informazioni tecniche della macchina.  
 
3.3.2 Tecnologia per lo sputtering del biossido di silicio 
 
La deposizione di film sottili avviene mediante tecniche di tipo fisico e chimico [36], [37]. Il film 
(di tipo solido) viene deposto a partire da un materiale precursore in forma liquida, gas o solida. Il 
processo di deposizione avviene in un reattore all’interno del quale sono create delle condizioni di alto 
vuoto (> 610− ); in questo modo diminuisce il numero di collisioni intermolecolari aumentando 
l’efficienza di deposizione. 
Le principali tecniche di deposizione di tipo fisico sono: 
• evaporazione termica (per materiali metallici); 
• evaporazione a cannone elettronico (per materiali metallici); 
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• deposizione per sputtering (per materiali conduttori ed isolanti); 
Il tipo di tecnica con cui deporre un certo tipo di materiale viene scelto in base alla velocità di 
deposizione, al tipo di materiale che si vuol deporre, al tipo di substrato che si vuol realizzare, alla 
facilità con cui si possono controllare i parametri di deposizione (velocità, spessore, temperatura) e al 
costo. 
Nel presente lavoro di tesi, la tecnologia scelta per la deposizione di biossido di silicio è  lo sputtering a 
radiofrequenza (RF) [38]. Il ricorso a tale tecnologia ha permesso di effettuare la deposizione di un 
materiale isolante attraverso l’utilizzo della RF che consente  la scarica periodica del bersaglio per 
inversione di polarità della tensione di bias applicata. 
Il termine sputtering è usato per descrivere il meccanismo con cui gli atomi sono dislocati dalla 
superficie di un materiale, che funge da bersaglio (target), tramite il bombardamento dello stesso con 
particelle altamente energetiche (generalmente ioni). Il numero di atomi rilasciati per ione incidente 
definisce la resa di sputtering, che è funzione crescente dell’energia dello ione incidente. 
Il processo è costituito da quattro fasi principali: 
1. applicando tra il target e il campione una differenza di potenziale il gas presente in camera si 
ionizza; gli ioni vengono diretti al target (si ha una densità di corrente ionica dell’ordine del 
mA/ 2cm ) ; 
2. gli ioni carichi positivamente  scaricano la loro carica al catodo, realizzando lo sputtering sul 
target; 610−  
3. gli atomi (o clusters di atomi, spesso molecole biatomiche) espulsi dal target  arrivano al 
substrato; 
4. gli atomi condensano sul substrato per formare un film sottile. 
Uno schema della macchina che realizza questa tecnica è mostrata in figura 3.11. La figura mostra la 
presenza di due tipi di pompe per la realizzazione del vuoto finale, disposte in serie: 
- La pompa rotativa per la fase di prevuoto, che riduce la pressione all’interno della camera da  
quella atmosferica fino a un valore dell’ordine di 210− – 310−  mbar. 
- La pompa turbomolecolare per la realizzazione del vuoto spinto, che consente di raggiungere 
pressioni dell’ordine di 610−  mbar.  
Dopo aver generato il vuoto, nella camera di deposizione viene immesso il gas ionizzante (in questo 
caso Argon). Applicando la potenza a radiofrequenza al sistema si ionizza il gas a bassa pressione e 
viene generato il cosiddetto plasma, e quindi gli ioni proiettili responsabili del processo di sputtering. 
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Figura 3.11 Schema del sistema di sputtering. 
 
                                                                              Descrizione figura: 
1. Camera da vuoto di forma cilindrica nella quale sono affacciate due piastre circolari a qualche cm di distanza tra 
loro. La piastra  superiore contiene l’alloggiamento per il materiale che si vuole depositare ( target ), quella 
inferiore funziona da porta- substrati. Il target è raffreddato per smaltire l’energia ceduta dagli ioni e non 
utilizzata per la vaporizzazione , evitando in tal modo un eventuale danneggiamento o il distacco dal suo supporto. 
Anche il porta-substrati può essere raffreddato, per riuscire a dissipare l’energia ( cinetica di atomi e elettroni e 
calore di condensazione): in caso contrario si potrebbero avere aumenti di temperatura anche fino a 200-300°C, a 
seconda della potenza applicata.  
2. Valvola a spillo per l’alimentazione in camera di un gas di elevata purezza che, una volta ionizzato fornisce i 
proiettili del processo. 
3. Pompa rotativa per la realizzazione del medio vuoto all’interno della camera. 
4. Pompa turbomolecolare per la realizzazione del vuoto spinto all’interno della camera. 
   
Le specifiche tecniche della macchina utilizzata sono riportate nella tabella seguente. 
I vantaggi principali di questa tecnica sono principalmente: 
• lo stretto controllo dello spessore deposto; 
• l’alta energia cinetica degli atomi sputterati (≈ 230 eV) che influenza la qualità del film deposto 
e l’adesione. 
  
Tipo di sputtering Sputtering a radio frequenza (RF) 
Frequenza di sputtering 13,56 MHz 
Modello  Sputtering Sistec, model DCC 150 
Gas di sputtering  Pure Argon (purity 99.999%) 
Target  SiO2, purezza 99,99% 
Pompa rotativa  ALCATEL Leybold Trivac B (vuoto fino 10-5 mbar) 
Pompa 
Turbomolecolare  
Leybold Turbovac (vuoto fino 10-7 mbar) 
Sensore di spessore Sputtering crystal sensor per la misura degli spessori deposti 
Tabella 3.7: sistema di sputtering a radio frequenza. 
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3.3.3 Tecnica per il rivestimento con polimide 
 
Nel presente lavoro di tesi per la deposizione e il pre-riscaldamento dei film di polimide sono stati 
utilizzati lo spinner e l’hotplate dell’ Arias wet chemical bench disponibile presso il laboratorio CRIM.  
L’Arias wet chemical bench è un banco chimico per la realizzazione di strutture tridimensionali di 
dimensioni submillimetriche mediante la tecnologia del Wet Bulk Micromachining. Il bulk 
micromachining è una tecnologia basata sulla rimozione di materiale per immersione del wafer da 
lavorare nel bagno liquido di un opportuno reagente chimico.  
In particolare il banco è dotato di: 
? Spinner per lo spin coating del wafer. Dispensando al centro del wafer il materiale liquido, 
questa tecnica permette la deposizione omogenea e uniforme del materiale sul wafer sotto 
forma di film sottile. Generalmente i materiali deposti sono polimeri fotosensibili da 
utilizzare come fotoresist. L’impostazione della velocità e accelerazione di rotazione del 
piatto permette di  agire sullo spessore finale del resist.  
? Hot plate per il riscaldamento del wafer e dei film deposti. Si tratta di piatti caldi che 
consentono di riscaldare uniformemente la superficie di un wafer. L’uniformità del 
riscaldamento è un requisito fondamentale nella cottura dei film polimerici deposti per spin 
coating.  
? Bagni chimici di attacco. Si tratta di bagni contenenti le soluzioni chimiche di attacco. La 
movimentazione del wafer è completamente automatica. In particolare il banco presente nel 
laboratorio CRIM è completamente equipaggiato per  l’attacco anisotropo del silicio 
monocristallino. Sono dunque presenti al momento un bagno contenente una soluzione 
acquosa di idrossido di potassio (KOH) per l’attacco anisotropo del silicio e un bagno 
contenente una soluzione acquosa di acido fluoridrico (HF) per l’attacco del biossido di 
silicio. 
? Piatto per l’essiccamento/asciugatura del wafer. Si tratta di un piatto che consente 
l’asciugatura uniforme e automatica del wafer. 
? Utenze varie: sono disponibili tutte le utenze necessarie per il maneggiamento dei wafer 
quali l’acqua distillata, l’aria compressa e l’azoto. 
 
Ogni dispositivo presente nel banco presenta un’interfaccia software con l’utente che in modo semplice 
e intuivo consente la gestione automatica del processo. In particolare è possibile: 
? definire un programma, fissando il numero delle operazioni e, per ogni operazione, i valore 
dei parametri operativi; 
? salvare il programma 
? richiamare programmi preimpostati o programmi definiti dall’utente. 
 
La figura e la tabella seguenti riportano rispettivamente una foto e le principali specifiche tecniche 
dell’Arias wet chemical bench disponibile presso il laboratorio CRIM. 
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Figura 3.12:Arias wet chemical bench 
 
Metodologia di fabbricazione  Milling chimico basato su litografia 
Materiali/Applicazione Silicio (vetro, quarzo, polimeri) 
Tipical Min/Max Size Feature (axis travel) Max wafer size 4 inch min. feature: a few microns 
Tolleranza  1 µm 
Aspect Ratio < 100 
Tabella 3.8: principali specifiche tecniche dell’Arias wet chemical bench 
 
3.3.4 Sistema di microscopia ottica 
 
Il microscopio Hirox 3D è un sistema di ispezione visiva ad altissima potenza, utilizzato nel presente 
lavoro di tesi per l’ottenimento di immagini di altissima qualità e risoluzione. Il sistema comprende 
l’ottica, una parte meccanica e il sistema di illuminazione ed ha un potere di ispezione  di 7000x. 
Comprende un adattatore a testa rotante (3D rotary head adapter) che consente all’utente una vista del 
campione da un qualunque angolo, senza necessità di muoverlo.  
Un sistema complesso di obiettivi, adattatori e lenti consente di condurre molteplici applicazioni, tra 
cui: 
? Caratterizzazione della morfologia superficiale  
? Visione non-distruttiva del materiale biologico 
? Visione di polveri e materiali granulari 
? Visione di strutture fibrose 
? Ispezione e riparazione di microchip e microstrutture  
? Ispezione per la realizzazione di microsaldature 
 
In particolare nel presente lavoro di tesi, il microscopio Hirox è stato adoperato per la: 
? Visione e caratterizzazione dei film isolanti deposti 
? Visione e caratterizzazione dei microelettrodi a filo nanofabbricati al FIB 
? Visione e caratterizzazione delle cellule  
? Visione in tempo reale del processo di mitosi cellulare 
? Realizzazione del processo di deposizione localizzata di collagene sui microelettrodi. 
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Figura 3.13: sistema di microscopia ottica Hirox.  
 
Il microscopio Olympus (modello CK2), mostrato in fig. 3.14, è un microscopio invertito, specifico per 
l’ispezione di materiali biologici in biologia cellulare. Nel presente lavoro di tesi il microscopio è stato 
accoppiato ad un binocolo (collocato al posto dell’oculare) per acquisizione digitale dell’immagini via 
PC. Le immagini acquisite sono caratterizzate da estrema brillantezza. Il potere di ispezione varia da 
4X fino a 40X. 
 
Figura 3.14: microscopio invertito Olympus  
 
3.3.5 Sistema per la micromanipolazione 
 
Per la deposizione localizzata del collagene sui fori realizzati tramite FIB sugli elettrodi di W, si è reso 
necessario l’utilizzo di micromanipolatori, capaci di muoversi con risoluzione spaziale sub-
micrometrica, di raccogliere pochi microlitri di soluzione e dispensarli nel punto definito. 
A questo scopo sono stati utilizzati i micromanipolatori MM3A della Kleindiek nanotechnik capaci di 
movimenti con incrementi di 1 nm lungo i tre assi cartesiani, alla velocità di 1 cm/s; inoltre consentono 
lunghi utilizzi sotto il microscopio senza variazioni del comportamento e sono virtualmente immuni 
alle fluttuazioni della temperatura, grazie all’attuazione piezoelettrica. Sono facilmente adattabili a un 
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qualsiasi ambiente di lavoro (per esempio sotto cappa a flusso laminare), grazie al supporto magnetico 
di cui sono dotati. Il controllo avviene tramite un joystick in miniatura e la velocità può essere scelta in 
base a cinque rapporti di riduzione predefiniti; in questo modo si possono utilizzare come microiniettori 
per applicare fino al picolitro di liquido con l’esatta accuratezza voluta per il posizionamento.  
Sono compatibili con l’utilizzo di materiale biologico. Sono infatti sterilizzabili (tramite UV) e dotati di 
micropipette sterili monouso per il dosaggio del materiale biologico. 
Infine i nano-manipolatori sono configurabili senza difficoltà sia per l'utilizzo all'interno della camera 
del FIB, dove possono raggiungere una risoluzione di movimento sub-nanometrica, che in 
combinazione con il microscopio ottico ad  alta risoluzione HIROX.  
 
 
Figura 3.15: micromanipolatori MM3A 
 
3.4 Strumentazione di biologia cellulare 
3.4.1 Sterilizzazione, disinfezione e autoclavaggio 
 
Deve essere sottolineato che se il materiale artificiale a contatto con quello biologico non è sterilizzato 
introduce in questo ultimo sostanze chimiche e microrganismi che producono effetti tossici e processi 
infettivi [32]. E’ quindi fondamentale la sterilizzazione dei materiali, la quale viene realizzata con 
mezzi chimici (disinfettanti a elevata concentrazione quali etanolo 70%, alcol isopropilico, 
candeggina…) o fisici (plasma etching, autoclavaggio, radiazioni UV, filtrazione su setti con pori di 
dimensioni inferiori a quelle dei microrganismi) [32]. Come suggerito dalle comuni pratiche di 
laboratorio si è ricorso al lavaggio con etanolo al 70% per la prevenzione delle contaminazioni 
batteriche e al lavaggio con candeggina per l’abbattimento delle muffe. 
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Per realizzare il plasma etching dei campioni il dispositivo utilizzato è un Plasma Cleaner, Harrick, 
modello 110V , il cui schema è visibile in figura 3.16. 
Il principio di funzionamento si basa sul fatto che quando un gas sottoposto ad una pressione 
sufficientemente bassa viene inserito all’interno di un campo elettromagnetico oscillante ad alta 
frequenza, gli ioni accelerati nel gas collidono con le molecole di gas ionizzandole e formando il 
plasma.  
Le particelle di gas ionizzate all’interno del plasma interagiscono con le superfici solide poste 
all’interno del sistema in due modi: 
- rimuovono le contaminazioni organiche dalla superficie: le particelle fortemente energetiche del 
plasma si combinano con i contaminanti per formare diossido di carbonio ( 2CO  ) o metano 
( 4CH ); 
- modificano  le caratteristiche fisiche e chimiche delle superfici attraverso una reazione chimica 
che avviene tra il plasma e il campione. 
  
 
 
 
Figura 3.16: plasma cleaner 
Per l’utilizzo del plasma cleaner, per prima cosa si inserisce il campione nella camera di reazione; si 
realizza poi il vuoto all’interno della camera chiudendola e aspirando l’aria contenuta tramite l’apposita  
pompa collegata al dispositivo. Il flusso di gas di processo viene quindi sottoposto ad una radiazione 
elettromagnetica a radio-frequenza (a 8-12 MHz), creando in questo modo il plasma che risulta visibile 
all’interno della camera con il suo tipico color porpora. Il tipo di interazione tra il plasma e la superficie 
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dipende da diversi parametri, quali l’intensità e la frequenza della radiazione a RF necessaria per 
eccitare il plasma, il tipo di gas che viene ionizzato, la pressione e l’ entità del flusso dei gas, il tipo di 
campione e l’intervallo di tempo durante il quale le superfici sono esposte al plasma. 
 
L’autoclave mod. 760 ASAL è stata acquistata nella fase iniziale del lavoro di tesi; risulta infatti 
strettamente necessaria per la sterilizzazione della vetreria e degli utensili usati sottocappa durante la 
manipolazione del materiale biologico. L’autoclave è costituita da una camera in acciaio che viene 
chiusa con un tappo dotato di una valvola, detta di esercizio, che sollevandosi, permette a regime la 
fuoriuscita del vapor d’acqua in eccesso. Raggiungendo una temperatura interna di 111°C e una 
pressione relativa pari a 0,55 bar si ottiene la completa sterilizzazione delle superfici degli oggetti 
sottoposti al ciclo di autolavaggio (durata minima pari a circa 30 minuti). 
Nella tabella 3.9 è riportato un elenco dei mezzi di sterilizzazione adoperati nel presente lavoro di tesi.  
 
Materiale/dispositivo di  
sterilizzazione e disinfezione  
Descrizione Tipo di sterilizzazione 
Etanolo 70% Preparato a partire da acqua 
demineralizzata sterile e etanolo 
al 95%  
Chimica 
Candeggina Tal quale Chimica 
Plasma etching Harrick mod. 110V Fisica 
Radiazione UV Lampada UV da 30 Watt Fisica 
Setto poroso Filtro in cellulosa da 0.2 micron Fisica 
Autoclave Autoclave mod. 760 ASAL Fisica 
Tabella 3.9: elenco dei mezzi di sterilizzazione 
3.4.2 Bagno termico 
 
Le istruzioni riportate sui fogli di specifica delle sostanze biologiche [vedi Annesso I] suggeriscono 
generalmente di condurre lo scongelamento dei campioni biologici, dalla temperatura di conservazione 
(-70°C o -20°C, a seconda dei casi) fino alla temperatura di incubazione (37°C), molto velocemente, 
possibilmente evitando di agitare vigorosamente. A tale scopo è stato allestito un bagnetto termostatato 
(fig. 3.17). Questo consiste in una vasca di vetro del volume di 10 litri contenente acqua sterilizzata e 
demineralizzata, che deve essere mantenuta alla temperatura di 37°C. Ciò è garantito dall’utilizzo di 
una resistenza a immersione. In pratica si adopera un termostato per acquari da 50 Watt (per 25 l di 
acqua), opportunamente calibrato. In questo modo l’immersione delle provette nell’acqua per circa 
cinque minuti permette il completo scongelamento delle sostanze e il loro utilizzo per la coltura. 
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Figura 3.17: Bagno termostatato 
 
3.4.3 Cappa a flusso laminare 
 
Le cappe di sicurezza biologica (CBS) utilizzate correttamente eliminano o riducono il rischio di 
infezioni via aria impedendo la diffusione degli aerosol e degli schizzi verso l’operatore e l’ambiente 
esterno; possono anche garantire la sicurezza del campione prevenendo contaminazioni esterne e 
incrociate. 
La cappa utilizzata nel presente lavoro di tesi è a flusso laminare; questa garantisce principalmente la 
protezione del campione da contaminazioni e la protezione dell’operatore. 
Le cappe in commercio sono suddivise in tre classi, I, II, III, in grado di garantire livelli diversi di 
sicurezza. Le prime sono provviste di apertura frontale, la protezione dell’operatore è possibile grazie 
al flusso di aria diretto dall’esterno all’interno della cappa attraverso l’apertura frontale e la protezione 
dell’ambiente avviene per la presenza di un filtro HEPA nel sistema di scarico. Non proteggono il 
campione da contaminazioni. Sono adatte per impieghi con agenti biologici a basso medio rischio. 
Quelle della classe II, a cui appartiene quella presente nel laboratorio CRIM (distribuita da Celbio 
s.r.l.), sono dotate di apertura frontale che permette l’ingresso di aria, hanno un flusso laminare 
verticale sul piano di lavoro e l’aria in ingresso ed in uscita è filtrata su filtro HEPA. Quando la cappa 
viene accesa, l’aria dell’ambiente viene aspirata dalla griglia posta alla base dell’apertura frontale, 
passa sotto il piano di lavoro e dopo il passaggio attraverso filtro HEPA è immessa dall’alto nella 
camera di lavoro. Il flusso laminare è comune a tutte le cappe di classe II mentre in relazione alla 
percentuale di aria riciclata ed alla velocità dell’aria le cappe di classe II sono suddivise in diversi tipi: 
A - il 70% di aria contenuta nella cappa viene ricircolata; il 30 % viene espulsa. 
B1 - il 30% dell’aria viene ricircolata; il 70% viene espulsa. 
B2 - non prevedono il ricircolo dell’aria che è continuamente espulsa dall’area di lavoro attraverso 
filtro HEPA.   
Le cappe biologiche di classe II sono quelle maggiormente impiegate in laboratori di ricerca e 
microbiologici. 
Alla classe III appartengono invece cappe che sono caratterizzate da una chiusura totale ermetica e  
funzionano a pressione negativa; le manipolazioni all’interno della camera sono consentite da due o più 
guanti di gomma incorporati nella struttura della cappa. I campioni, in contenitori chiusi, sono 
introdotti tramite un sistema di doppi sportelli. Hanno un filtro HEPA sull’aria in ingresso ed un doppio 
filtro HEPA sull’aria in uscita. Permettono quindi una protezione totale dell’operatore e dell’ambiente e 
sono perciò indicate in manipolazioni ad alto rischio biologico o di agenti cancerogeni, tossici, 
antiblastici.  
Manopola per impostare la temperatura
Acqua sterilizzata 
-
-
-
Termometro a 
mercurio 
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Nella tabella seguente è riportata la procedura per il corretto utilizzo delle cappe di sicurezza seguita 
durante la presente attività di tesi. 
 
Assicurarsi che le cappe di sicurezza biologica siano certificate al momento della installazione, 
periodicamente (ogni anno, al cambio dei filtri) e ogni volta che sono reinstallate.  
Assicurarsi che la cappa di sicurezza sia adeguata alle operazioni da effettuare, al campione da 
trattare e sia perfettamente funzionante. 
Lasciare il motoventilatore in funzione almeno 10 minuti prima di iniziare a lavorare per 
stabilizzare il flusso laminare sterile.  
Evitare di introdurre nuovo materiale sotto cappa dopo aver iniziato il lavoro. 
Spegnere sempre la lampada a raggi UV in presenza dell’operatore. 
Il vetro frontale, se del tipo a scorrimento, deve essere posizionato all’altezza fissata per la 
maggior protezione dell’operatore.  
Evitare movimenti bruschi degli avambracci all’interno della cappa. 
Ridurre al minimo indispensabile il materiale sul piano di lavoro.  
Eseguire tutte le operazioni nel mezzo o verso il fondo del piano di lavoro.  
Rimuovere immediatamente rovesciamenti o fuoriuscite di materiale biologico.  
Tutto il materiale potenzialmente infetto o contaminato deve essere estratto dalla cappa in 
contenitori chiusi ed a tenuta, perfettamente puliti all’esterno ed etichettati con il segnale di 
rischio biologico; le apparecchiature prima di essere rimosse dalla cappa devono essere 
disinfettate.  
Evitare l’utilizzo dei becchi Bunsen. 
Lasciare la cappa in funzione per circa 10 minuti per pulire da una eventuale contaminazione 
aerodispersa.  
Pulire e disinfettare la cappa ogni volta che si termina il lavoro togliendo eventualmente anche 
il piano forellinato. Utilizzare un disinfettante efficace nei confronti dei microrganismi 
eventualmente presenti.  
Dopo la fine del lavoro chiudere il vetro frontale, eventualmente accendere la lampada a raggi 
UV. 
Tabella 3.10: procedura per il corretto utilizzo della cappa a flusso laminare 
3.4.4 Incubatore 
 
Per la crescita delle cellule della linea PC12 [53] (vedi Annesso I) è richiesto un valore di pH del 
mezzo di coltura compreso tra 7.2 e 7.4 e temperatura costante di incubazione pari a 37°C. Pertanto si 
ricorre ad incubatori, costituiti da una camera a temperatura controllata con piani di appoggio, al cui 
interno viene mantenuta  una fase gassosa satura di vapore acqueo con il 5% di  2CO . La 2CO  presente 
nell’atmosfera dell’incubatore tende a controbilanciare questo aumento, mantenendo così il giusto pH 
del terreno. Per avere un indicazione visiva del pH, i terreni vengono addizionati di rosso fenolo, un 
indicatore che ha un colore rosso-arancio a pH 7.3, vira al giallo-arancio a pH acido e al rosso viola a 
pH alcalino. In contatto con la  2CO  dell’atmosfera, il terreno tenderà perciò ad alcalinizzare (a 
diventare violaceo): in questo caso non si può usare perché tossico per le cellule. 
Con il proliferare della crescita cellulare, il terreno tenderà al giallo a causa dell’acidificazione prodotta 
dal metabolismo cellulare. Se le piastre tenute in incubatore, invece, virano al violaceo, significa che la 
regolazione della  2CO  del macchinario è errata oppure che le cellule stanno morendo (non sono 
metabolicamente attive). 
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E’ importante ricordare che la  2CO  è un gas nocivo, mentre l’ossigeno libero è un gas comburente, per 
cui esistono precise norme di sicurezza, dettagliatamente descritte nel manuale in dotazione 
all’incubatore, a cui attenersi rigorosamente. 
L’incubatore utilizzato nel presente lavoro di tesi per la crescita delle colture cellulari è un incubatore 
Haereaeus modello B5060/EK CO2 (fig. 3.18). La messa in esercizio di tale incubatore ha richiesto 
l’esecuzione delle operazioni descritte nella tabella seguente. 
 
N° 
operazione 
Descrizione 
1 Assicurarsi che la tensione di rete sia quella indicata sulla targhetta e che la presa 
abbia la messa a terra. 
2 Effettuare il collegamento col gas: a valvole chiuse, collegare l’incubatore alla 
bombola di  2CO  con i tubi flessibili in dotazione. 
3 Impostare la pressione massima in ingresso a 1 bar tramite flussimetro. 
4 Riempire del fondo della camera interna con acqua distillata per un’altezza di 2-3 cm 
(8-10 litri di acqua). 
5 Impostare la temperatura di esercizio con la manopola di controllo elettronico (9). 
6 Al raggiungimento della temperatura di esercizio, impostare la temperatura di 
sicurezza (7) a un valore di circa 3 °C sopra la temperatura di esercizio. 
7 A pulsante di ingresso gas spento, accendere l’interruttore generale (3). Questo 
provoca l’accensione della lampadina di controllo (7.1) che indica il funzionamento 
del controllo di temperatura; la temperatura presente all’interno dell’incubatore viene 
indicata da un termometro (11). 
8 Giunte a regime la temperatura e l’umidità (dopo circa 6 ore), regolare la 
composizione della miscela dei gas. Ruotare il regolatore di zero (13) finché 
sull’indicatore di  2CO  non si è letto 0.0%. Successivamente impostare la 
concentrazione di  2CO  al valore desiderato, tramite la stessa manopola. 
Tabella 3.11: procedura per la messa in esercizio dell’incubatore 
 
All’interno dell’incubatore l’atmosfera è umidificata dall’evaporazione dell’acqua sul fondo e nelle 
normali applicazioni è > 90%. 
Il riscaldamento della porta esterna e delle pareti della camera interna previene la condensazione sulla 
porta di vetro e sul soffitto della camera: in questo modo si possono osservare le colture evitandone la 
contaminazione. 
Se la porta esterna rimane aperta a lungo si possono creare gocce sulla porta di vetro. 
I gas vengono mantenuti costanti, tramite i controlli elettronici, ai valori percentuali di gas impostati. 
La quantità di gas affluente nell’unità di tempo è limitata da capillari di vetro posizionati negli attacchi 
per i gas sul retro dell’incubatore. 
L’aria è fornita da una pompa a vibrazione con una portata costante di 0,5 litri/min, che si aziona 
tramite l’apposito pulsante e deve essere usata quando le colture liberano  2CO  in modo da non 
incrementarne la concentrazione. 
Quando la porta in vetro è aperta l’afflusso dei gas viene interrotta tramite l’interruttore sul bordo della 
porta a vetro. 
Prima di entrare nella camera di lavoro, i gas passano attraverso un filtro microporoso (0,3 µm); 
l’atmosfera interna è resa omogenea e priva di turbolenza da un ventilatore incorporato 
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nell’analizzatore di  2CO , la cui portata può essere ridotta del 50% nel caso in cui si lavori con dischi 
aperti e si voglia evitare la contaminazione. 
Il controllo della temperatura avviene tramite un sensore realizzato con una resistenza di Pt 100 
collegata con il regolatore e con comportamento PID; il disco di controllo è calibrato in °C, ed è 
possibile bloccarlo per evitare spostamenti accidentali. Quando il regolatore funziona si accende la 
lampada pilota. Se il sensore di temperatura si interrompe significa che il riscaldamento è spento. 
Si ha inoltre un sistema di protezione dalle alte temperature a controllo regolabile: se si rompe il 
sistema di controllo della temperatura questo sistema di sicurezza si attiva e lo sostituisce; in questo 
caso si accende la lampada pilota rossa. Il valore di temperatura limite deve essere impostato solo 
quando l’incubatore è a regime. 
Il controllo della  2CO  è invece basato sulla misura continua della conducibilità termica della atmosfera 
interna: poiché la temperatura e l’umidità influenzano la conducibilità termica dell’atmosfera, prima di 
eseguire la regolazione dello zero l’incubatore deve aver raggiunto la condizione di regime (circa 6 ore 
dopo l’accensione dell’apparecchio). L’indicatore di  2CO  (a lancetta) viene impostato su 0,0% con il 
regolatore di zero. 
Nel caso venga cambiata la temperatura di lavoro deve essere rifatto lo zero, che comunque deve essere 
controllato ogni 2-3 mesi e corretto se necessario.  
La concentrazione di  2CO  è impostata sul regolatore di 2CO  in valore percentuale e l’afflusso di tutti i 
gas è automaticamente escluso quando viene aperta la porta a vetro.  
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Figura 3.18: incubatore HAEREAEUS B5060 EK /CO2 
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Capitolo 4 - Progettazione e fabbricazione dell’elettrodo 
 
Lo studio dell’interfaccia elettrodo/cellula condotto nel presente lavoro di tesi mira a identificare criteri 
per una progettazione innovativa di neuroprotesi.  Partendo dai risultati riportati in letteratura già 
discussi (capitolo 2), si cerca di stabilire quale influenza abbia la dimensione della superficie di 
registrazione in confronto alla dimensione caratteristica dell’elemento biologico (cellula o sue parti). 
Data la particolare morfologia dei campioni cellulari risulta inoltre interessante lo studio dell’influenza 
della morfologia superficiale dell’elettrodo sulla formazione dell’interfaccia. Allo scopo di condurre 
tali studi teorici, sono stati sviluppati ad hoc, in camera bianca, elettrodi per la registrazione del 
potenziale extracellulare neurale.  
Il disegno meccanico dell’elettrodo è riportato in figura 4.1.  
In sostanza sono stati sviluppati  elettrodi a filo microlavorati al FIB, in tungsteno, del diametro di 50 
µm. La scelta del W come materiale per l’elettrodo è il risultato di una ricerca in letteratura (par. 3.2.1). 
Il filo è stato rivestito con un materiale isolante biocompatibile. Tale rivestimento è stato scelto allo 
scopo di conferire l’isolamento elettrico rispettando i requisiti di biocompatibilità (paragrafo 3.2.2). 
Una estremità del filo (circa 1 cm in lunghezza) è scoperta e costituisce il sito per la connessione 
esterna e l’acquisizione del segnale. L’altra estremità presenta una superficie attiva a contatto con 
l’elemento biologico per l’acquisizione del potenziale neurale. In pratica si tratta di un foro praticato 
nel filo rivestito per uno spessore almeno doppio (circa 4 micron) a quello del rivestimento, in modo 
tale da garantire l’esposizione del metallo. L’asse del foro è sempre a circa 100 micron dall’estremità, 
in modo da avere un riferimento fisso che faciliti la visione al microscopio. Per praticare il foro si è 
scelta la tecnologia FIB che consente: 
? di realizzare fori con precisione della decina di nanometri, 
? di controllare la morfologia della superficie microlavorata. 
 ± 20
Tecnica di fabbricazione         FIB milling
Foglio 1 of 1
 Rivestimento Elettrodo
Tolleranza (nm)
d= 50 micron , in W film sputterato/500 nm  2SO
 
 
 
 
Autore: Virginia
 Dettaglio
 
 
 
 
 
Elettrodo a filo
 
 
07/03/05 
1 micron        film in PI, spinnato
 
Figura 4.1 Disegno meccanico del microelettrodo (non in scala) 
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I passi della procedura di microfabbricazione messa a punto per la realizzazione di tali elettrodi sono 
riportati nella tabella seguente e descritti dettagliatamente nei paragrafi successivi. 
Tale procedura rappresenta la soluzione tecnologica proposta alle problematiche emerse in fase di 
studio e analisi. In particolare, poiché tali artefatti verranno impiegati per effettuare una studio di tipo 
comparativo, al fine di ottenere risultati attendibili ed affidabili,  sono stati identificati i criticismi che 
potrebbero compromettere la correttezza di tali risultati ottenuti e cioè: 
? formazione di un interfaccia cellula/elettrodo stabile ed affidabile 
? fenomeni di inferenza biologica (è infatti noto che il potenziale extracellulare registrato 
risente della presenza delle cellule circostanti). 
Nel presente lavoro è stata pertanto messa appunto una apposita metodologia per la soluzione di tali 
punti critici. Tale metodologia consiste nel trattare la superficie di interesse (quella di registrazione) 
con un apposito reagente che promuova e garantisca l’adesione, la crescita e la differenziazione 
cellulare “locale e puntuale”. 
 
 Plasma etching del filo di W 
 Sputtering di biossido di silicio / Spin coating di Polyimide 
 
 
 
 
 
Milling al FIB (apertura siti funzionali) 
 
 Deposizione del collagene sui siti esposti 
Tabella 4.1 Procedura di microfabricazione degli elettrodi 
4.1 Plasma etching 
 
Gli elettrodi sviluppati sono stati fabbricati in camera pulita, allo scopo di ottenere un processo più 
sterile possibile e di non alterare né i materiali utilizzati né la coltura cellulare. 
I componenti impiegati, ad esempio i fili di tungsteno, i substrati  di appoggio per gli elettrodi (vetrini 
per microbiologia), sono stati puliti in più stadi successivi. La prima operazione consiste  nella pulizia 
chimica delle superfici, realizzata tramite lavaggio in etanolo e isopropanolo.  
Il passo successivo consiste in un attacco fisico della superficie tramite plasma etching (Harrick). 
Nel presente lavoro come gas è stato utilizzato azoto e l’esposizione è stata per ciascun campione di 
circa 5 minuti.  
 
4.2 Sputtering del vetro 
 
Il passo successivo è la deposizione di un rivestimento isolante sul filo in tungsteno del diametro di 50 
micron. La deposizione ottimale di un film di silice ( 2SiO ) richiede che siano soddisfatte le seguenti 
specifiche: 
? Ottima adesione del film al metallo 
? Assenza di sollecitazioni 
? Spessore dell’ordine al più del micron (film sottile) 
? Deposizione omogenea 
A tale scopo i fili metallici sono stati sistemati in una morsa metallica e alloggiati nella camera di 
deposizione, con un’estremità bloccata nella morsa e l’altra fluttuante nell’aria, per almeno 8 cm di 
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lunghezza. La deposizione è stata realizzata su ambo i lati. Tale procedura ha consentito la deposizione 
di uno spessore uniforme.   
La potenza RF è stata fissata a bassi valori (intorno 160 Watt), allo scopo di ottenere un deposito 
uniforme e poco sollecitato. Depositando per circa 30 minuti (per lato) si è ottenuto uno spessore 
dell’ordine di 500 nm. 
Con questa procedura abbiamo ottenuto un rivestimento visibile anche ad occhio nudo, che conferisce 
ai fili di tungsteno l’iridescenza tipica del vetro (come mostrato in figura 4.2, ottenuta con 
ingrandimento 2100X) e isola elettricamente l’elettrodo.  
 
 
Figura 4.2: Caratteristiche del rivestimento in biossido di silicio (silice); immagine acquisita con microscopio Hirox 
(2100X) 
 
Si può inoltre apprezzare che il rivestimento è effettivamente omogeneo nella forma e nello spessore 
negli 8 cm di lunghezza necessari. La tabella seguente riporta alcune caratteristiche del rivestimento 
depositato. 
 
Caratteristica del rivestimento Valore 
Materiale SiO2 
Spessore (nm) 500 
Lunghezza (cm) 8 
Coefficiente di espansione termica (ppm) 5 
Costante dielettrica 4.2 
Resistività (ohm / cmq) 0,5 
Temperatura di fusione (°C) 425 
Densità (micron) 50 
Tabella 4.2: caratteristiche del rivestimento di biossido di silicio 
 
4.3 Deposizione e spinning della polyimide 
 
La deposizione ottimale di un rivestimento di polyimide (PI) su un filo in tungsteno del diametro di 50 
micron richiede che siano soddisfatte le seguenti specifiche: 
? Ottima adesione del film al metallo 
? Assenza di sollecitazioni 
? Spessore dell’ordine del micron (film sottile) 
Filo scoperto 
Iridescenza tipica 
conferita dal 
rivestimento in silice 
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? Deposizione omogenea 
? Elevata purezza (assenza di residui di monomero) 
A tale scopo si è scelto di utilizzare un prodotto della serie Pyralin PI 2730. Questo prodotto è stato 
sviluppato per uso come film passivante. Il materiale è fornito come soluzione liquida del monomero 
precursore. I film polimerizzati hanno spessori variabili tra 2,5µm e 15µm. Le caratteristiche che hanno 
determinato, nel presente lavoro, la scelta della PI come materiale di rivestimento sono principalmente 
l’ottima biocompatibilità, la flessibilità, la semplicità di deposizione, la possibilità di deposizione come 
film sottile, le proprietà termiche favorevoli e la buona adesione ai metalli. Altre proprietà della PI 
potenzialmente vantaggiose (anche se non significative in questa applicazione) sono le buone proprietà 
meccaniche, la fotosensibilità (è modellabile per fotolitografia) e la compatibilità coi processi CMOS 
[37]. 
La soluzione del monomero precursore è altamente viscosa. Esistono alcune norme pratiche da seguire, 
suggerite dai manuali o dall’esperienza di laboratorio, per l’ottenimento di rivestimenti di qualità. In 
particolare, per dispensare  materiali di questo tipo è opportuno: 
- Coprire solo substrati che siano a temperatura ambiente; 
      -     Fare attenzione a non provocare bolle; 
      -     Dispensare nel centro e il più vicino possibile al substrato; 
      -   Aspettare un po’ di tempo prima dello spinning per permettere alla PI di fluire il più lontano 
possibile e rilassarsi.  
Si possono fare dispense dinamiche e statiche. In caso di dispensa dinamica (per spin coating): 
- L’accelerazione alla velocità finale deve essere più lenta possibile per garantire un flusso 
graduale della PI sopra il substrato;spesso si usano una o più velocità intermedie per permettere 
alla PI di coprire più dell’80% del substrato prima di passare alla velocità finale. 
- La velocità finale  e il tempo dipendono dallo spessore del film richiesto: tempi lunghi di 
spinning aumentano l’uniformità del rivestimento ma riducono anche lo spessore del film. 
- Per rimuovere la PI dal bordo o dal retro del wafer prima della cottura si utilizza 
Cyclohexanone, ma si può anche evitare che la polimide debordi dai limiti utilizzando dello 
scotch come nastro coprente da rimuovere dopo lo spin coating. 
 
 
Nel presente lavoro si è scelto di deporre sui fili in W uno spessore di PI di 3 µm. Come mostrato in 
figura 4.3 questo è ottenibile impostando una velocità di spin coating dell’ordine di 4000 rpm. 
Basandosi su esperienze precedenti, su quanto riportato nelle linee guida e nei fogli di specifica 
provvisti dal fornitore (HD Microsystem) è stato possibile mettere a punto una procedura ad hoc per il 
rivestimento dei fili, riportata in dettaglio nella tabella sottostante. 
 
Spin Speed Curve: Pyralin PI 2737
(30 s spin; soft bake: 180 s at 75°C) 
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Figura 4.3: diagramma velocità-spessore
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Fase del processo Descrizione 
Depositare una goccia di PI nel centro del substrato e lasciarla per un 
minuto a stabilizzarsi 
Proteggere il bordo del substrato con dello scoth per evitare che la PI 
debordi durante lo spinning 
Bloccare gli elettrodi sul substrato di vetro  
Preparazione del 
campione e dispensing 
della soluzione 
 
Depositare un’altra goccia di PI sugli elettrodi e lasciarla per un minuto a 
stabilizzarsi 
Spinning Fare lo spinning a velocità 4000 rpm per 30 sec (a cui segue un’opportuna fase di decellerazione) 
soft baking 
Eseguire il soft baking su hot plate: 
? 3 minuti a 60°C  
? 4 minuti a 90°C 
Preparazione del 
campione 
Estrarre i fili dal substrato. Bloccarli ad un’estremità con una pinza o una 
morsa e inserirli in forno 
Riscaldamento da temperatura ambiente a 200°C, con una rampa di 
4°C/min in aria (durata 45 min) 
Mantenimento a 200°C per 30 min in aria 
Riscaldamento da 200°C a 350 ° C, con una rampa di 2,5°C/min in azoto 
(durata 1 ora) (*) 
Mantenimento a 350°C per 60 min in azoto 
Polimerizzazione in 
forno (o curing) 
Graduale ritorno a temperatura ambiente 
(*) Il flusso di azoto in forno  è circa 4l\min  
Tabella 4.3: procedura per il rivestimento con PI dei fili di W 
 
Le principali proprietà del rivestimento realizzato sono riportate nella tabella successiva. La fig. 4.4 
mostra invece un’immagine realizzata all’Hyrox dell’elettrodo rivestito in PI. 
 
Caratteristica del rivestimento Valore 
Materiale Polyimide 
Spessore (micron) 4 
Lunghezza (cm) 8 
Carico di snervamento (kg/mm²) 18 
Elongazione (%) >10 
Modulo di Young (Gpa) 4,7 
Coefficiente di espansione termica (ppm) 16 
Costante dielettrica 2.9 
Temperatura di transizione vetrosa > 350°C 
Temperatura di decomposizione 620°C 
Resistività (ohm / cmq) 0,5 
Temperatura di fusione (°C) 425 
Densità (micron) 50 
Tabella 4.4: caratteristiche del rivestimento di PI 
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Figura 4.4: Caratteristiche del rivestimento in PI 
4.4 Foratura degli elettrodi 
 
Il milling degli elettrodi al FIB richiede il fissaggio dei fili ad un apposito substrato, da inserire 
all’interno della camera. Allo scopo di garantire che la superficie lavorata al FIB rimanga sempre 
quella esposta durante la successiva manipolazione del campione, si è scelto di ricorrere ad un fissaggio 
permanente. Poiché la sperimentazione richiede il contatto diretto del campione con la coltura cellulare, 
è necessario che i materiali scelti per il fissaggio permanente: 
- soddisfino tutti i requisiti di (bio)compatibilità; 
- non interferiscano o alterino in alcun modo l’esito delle prove sperimentali. 
A tal scopo sono stati adoperati come substrato vetrini sterili da microscopia e come collante è stata 
scelta la PI che offre ottime proprietà adesive sia su metalli che su vetro [vedi Annesso I]. 
 I fili di tungsteno sono stati dunque fissati al vetrino con delle gocce di polimide (dispensate 
staticamente), in modo tale che rimanessero immobili durante l’esposizione al flusso di ioni all’interno 
del FIB. In fig. 4.5 sono riportate le immagini degli elettrodi realizzati per la prima sperimentazione 
(vedi cap. 7). Su elettrodi rivestiti con silice sono stati realizzati fori non passanti di diametro  
crescente: 5, 10, 20, 40 µm rispettivamente. 
Il valore scelto per la corrente è stato fissato per tutti e quattro a 1000 pA, in modo da avere un 
confronto solo sulla dimensione della superficie e non sulla sua morfologia superficiale. Fissata per 
tutti e quattro i fori una profondità di 4 µm in modo da togliere completamente lo strato di biossido di 
silicio, con questi valori sono stati necessari i tempi indicati in tabella 4.5. 
 
Diametro del foro Tempi di milling 
5 µm 2’ 43” 
10 µm 19’ 48” 
20 µm 52’ 58” 
40 µm 214’ 
Tabella 4.5: Tempi di fabbricazione del foro sugli elettrodi via FIB milling (corrente di milling pari a 1000 pA e profondità 
di milling pari a 4 µm). 
 
Filo scoperto 
Colore giallognolo 
tipico del rivestimento 
in PI
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Figura 4.5: foto al FIB con ingrandimento 1,20 Kx dei 4 fori realizzati 
Per quanto riguarda il secondo set di esperimenti, questi sono stati mirati a identificare se la porosità 
influenza l’adesione / contatto neurone-superficie e quindi la qualità del segnale. A questo scopo, sono 
stati montati due fili di W ricoperti di biossido di silicio e su due di essi sono stati fatti i seguenti fori:  
 
 Diametro del foro Tempi di milling Densità di corrente ( pA) Profondità del foro 
1h 58’ 350 4 µm Filo A 20 µm 
2h 27’ 10 1 µm 
Filo B 20 µm 7’ 49’’ 6600 5 µm  
 72
4.5 Preparazione del campione e deposizione del promotore di adesione 
cellulare 
 
Una volta realizzati gli elettrodi forati, è stata organizzata la struttura per le prove. In una Petrì sterile 
da 35 mm di diametro è stato inserito il vetrino con attaccati i fili microlavorati previa sterilizzazione.  
Al circuito di 
acquisizione
Dischetto di Petri
Vetrino di supporto
Elettrodo forato di W
Gocce di polimide
 
Figura 4.5: schema della preparazione del campione per l'acquisizione di segnale 
E’ stato a questo punto realizzato l’ultimo passo della procedura di microfabbricazione degli elettrodi: 
la deposizione localizzata, sul foro, del promotore di adesione cellulare. Su ciascun foro è stato 
dispensata la soluzione di collagene al 10 %, utilizzando i nanomanipolatori che consentono la 
movimentazione controllata del capillare in vetro per il dispensing di un microvolume di soluzione. In 
dettaglio sono state realizzate le seguenti operazioni:  
- immersione del microdispensatore nella soluzione di collagene e aspirazione del liquido per 
capillarità; 
- posizionamento del microdispensatore in prossimità del foro sull’elettrodo (fig. 4.6); 
- contatto e dispensing della soluzione sul foro per capillarità (fig. 4.7) 
 
 
Figura 4.6: avvicinamento del capillare di vetro al foro (immagine Hirox 2000X) 
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Figura 4.7: dispensing del collagene 
A questo punto il campione, mantenuto per 24 ore in incubatore in modo da far seccare il collagene, è  
pronto per le successive prove sperimentali.  
La procedura sopra descritta è il risultato di un lavoro mirato alla messa a punto di una metodologia per 
effettuare una deposizione localizzata e puntuale del materiale biologico. La metodologia sviluppata 
consiste dunque nella nanomanipolazione assistita al microscopio ottico di un microdispensatore 
capillare. Tale metodologia ha consentito una precisione di movimentazione  
sub-micrometrica e il dispensing di volumi dell’ordine del microlitri. Le prove sperimentali effettuate 
(cap. 7), dimostrando che in corrispondenza del punto di applicazione del collagene si ha l’adesione 
delle cellule all’elettrodo, lo sviluppo dei neuriti e il miglioramento dell’adesione cellulare (rispetto al 
resto del substrato), hanno provato inequivocabilmente la “bontà” di tale metodologia.    
 
 
Soluzione rilasciata 
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Capitolo 5 - Colture cellulare e definizione e applicazione delle 
procedure 
 
5.1 Conservazione dei reagenti biologici 
 
Gli elettrodi sviluppati nel presente lavoro di tesi sono stati sottoposti a validazione in vitro. Tale 
validazione è consistita sostanzialmente nella crescita su tali dispositivi di cellule neurali al fine di 
valutare alcuni parametri indicativi del tipo e della qualità dell’interfaccia elettrodo/cellula prodotta. A 
tale scopo una zona della camera bianca è stata allestita ex novo con tutte le apparecchiature necessarie 
per condurre sperimentazioni di biologia cellulare (vedi paragrafo 3.4). Come descritto in precedenza le 
cellule della linea PC12 sono state selezionate per condurre tale sperimentazione (vedi paragrafo 3.2.2). 
Nel seguito sono descritte nel dettaglio tutte le procedure messe a punto per la crescita e il 
mantenimento di tale coltura cellulare.  
Il corretto stoccaggio dei reagenti biologici consiste nella conservazione ad una temperatura ottimale, 
secondo quanto suggerito dal foglio di specifica della sostanza. Le temperature tipiche consigliate 
variano, a secondo della sostanza, dalla temperatura ambiente fino a -80 °C. Generalmente è 
sconsigliabile praticare ripetuti congelamenti e scongelamenti. Alla consegna dei materiali, pertanto, 
ciascun prodotto è stato suddiviso in aliquote di opportuno volume, da scongelare singolarmente al 
momento dell’utilizzo. L’operazione di scongelamento è stata sempre condotta in un bagno termostato, 
alla temperatura di 37 °C. 
 
5.2 Preparazione del terreno 
 
Il terreno di coltura è stato preparato secondo le informazioni contenute nei fogli di specifica dei 
materiali e secondo le indicazioni dei manuali specifici per la coltura cellulare della linea PC12 [53]. 
Le tabelle 5.1 e 5.2 riportano rispettivamente la ricetta utilizzata per la preparazione del terreno e le fasi 
della procedura di preparazione. 
  
EMEM 82.5% 
siero equino 15% 
siero bovino 2.5% 
fiala antibiotico 0.4 % 
Tab. 5.1: ricetta per la preparazione del terreno di crescita 
 
 
Procedura Note 
Portare sotto cappa a flusso laminare il medium 
EMEM  
Scongelare velocemente nel bagno termostatato a 
37°C i sieri e l’antibiotico e portarli sotto cappa a 
flusso laminare 
Prima di aprire le provette o i contenitori 
contenenti i materiali, questi vanno lavati 
intorno al tappo con etanolo. Dopo la chiusura 
del contenitore, il bordo sotto al tappo va lavato 
e possibilmente parafilmato. Questi contenitori 
vanno sempre maneggiati coi guanti e poggiati 
su portaprovette sterili o sul banco della cappa, 
lavato con alcool. 
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Miscelare i reagenti in un contenitore di volume 
opportuno secondo le dosi della ricetta* in tab. 1 
Tutte le pipette usate per il dosaggio dei 
reagenti sono monouso: quando si apre la 
confezione si deve aver cura di non toccare le 
due estremità. Nel prelevare e dispensare i 
liquidi si deve evitare di produrre bolle, 
assicurando sempre il battente liquido, e di 
toccare i bordi dei contenitori. 
Conservare il terreno in frigo a 4 °C  
*Il volume di terreno preparato ammonta a 60 ml; questa quantità di terreno ci ha permesso di nutrire le colture per circa 
una settimana, rinfrescando il contenuto delle Petrì ogni due giorni circa.  
Tab. 6.2: procedura per la preparazione del terreno di crescita 
 
La soluzione per la conservazione a -80 °C delle cellule della linea PC12 è ottenuta aggiungendo al 
terreno di crescita il 5% di DMSO. 
 
5.3 Preparazione di una coltura a concentrazione nota di cellule. Conta 
cellulare 
 
Preparare un terreno a concentrazione nota di cellule è importante poiché se la coltura si popola troppo, 
le cellule perdono adesione e si staccano. Inoltre, essendo il mezzo limitato, entrano in competizione 
per la sopravvivenza e muoiono. Al contrario se la densità di cellule è troppo bassa, lo scambio tra 
cellule di sostanze attive che promuove la sopravvivenza e la duplicazione è inibito. Dati in letteratura 
[53] suggeriscono una concentrazione ottimale di cellule intorno a 100000 per 10 ml di volume di 
terreno di crescita. Allo scopo di preparare un terreno a concentrazione nota di cellule, è stata seguita la 
procedura di seguito descritta. 
Un volume opportuno di terreno (da utilizzare nel seguito come liquido di coltura) è posto 
preliminarmente, per qualche minuto, nell’incubatore. Lo scopo è quello di portare il terreno alla 
temperatura opportuna, in modo da evitare che le cellule subiscano shock termici dopo lo 
scongelamento. Contemporaneamente una fiala contenente le cellule, conservata a -80°C, è scongelata 
velocemente nel bagno termostatato a 37°C. La fiala è centrifugata per 8 minuti a 125 xG allo scopo di 
separare il liquido criogenico di conservazione dalle cellule, che si depositano sul fondo. Il terreno 
precedentemente incubato e la fiala sono dunque portati sottocappa (avendo cura di lavare il tappo 
parafilmato della fiala con etanolo prima di aprirlo). La fiala contenente le cellule è dunque lavata con 
volume noto di terreno e agitata in modo da ottenere di nuovo una sospensione. Per effettuare la conta 
cellulare è stata adoperata una cameretta di Burke dal volume di 1 µl, seguendo la procedura vista al 
par. 3.2.1. In particolare la fig. 5.1 riporta una fotografia della cameretta durante un’operazione di conta 
cellulare,la camera è stata ispezionata al microscopio ottico rovesciato, con un ingrandimento  di 40x. 
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Figura 5.1: conta cellulare 
A questo punto nota dalla conta la densità di cellule (N/100 µl), la concentrazione ottimale di cellule 
(100000 cellule per 10 ml di terreno di crescita) e il volume della Petri, con semplici calcoli si risale ai 
volumi di terreno con cellule e terreno tal quale da miscelare nella Petrì per ottenere un terreno di 
crescita con la concentrazione voluta di cellule.  
 
5.4 Coltivazione delle cellule 
 
Il terreno di coltura messo in incubazione va periodicamente reintegrato. In genere è buona norma ogni 
due giorni reintegrare con terreno fresco (precedentemente incubato per portarlo in temperatura) in 
modo da riportare il volume al valore iniziale. Per un buon mantenimento delle cellule è inoltre 
necessario al più dopo 5-6 giorno sostituire per intero il terreno di coltura con terreno fresco. Questo 
procedimento prevede il distacco delle cellule dal substrato. La sospensione è dunque centrifugata per 8 
minuti a 1689 rpm; rimossa la componente liquida, il terreno fresco è aggiunta e agitato per sospendere 
di nuovo le cellule. La sospensione è quindi rimessa in incubazione.  
 
5.5 Duplicazione delle cellule 
 
Il primo passo per “l’allestimento” di una coltura cellulare consiste nella duplicazione delle cellule 
contenute nella provetta acquistata. Allo scopo di duplicare le cellule, queste sono state messe in 
coltura secondo la procedura di seguito descritta.  
Una Petrì contenente le cellule (alla concentrazione opportuna) è stata posta in incubazione. 
L’incubatore garantisce un’atmosfera satura contenente il 5% di 2CO  a 37 °C.  Dopo qualche ora si 
osserva che le cellule aderiscono al fondo della Petrì e comincia il processo di duplicazione. Il 
confronto tra le figure 5.1 e 5.2 mette bene in evidenza le differenze di morfologia tra cellule sospese 
(fig. 5.1) e adese (fig. 5.2): rispetto a quando sono sospese, il loro aspetto cambia e in particolare i 
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bordi appaiono più scuri e si possono individuare dei cluster, ossia degli aggregati di cellule, come si 
può vedere in fig. 5.2.  
 
 
Figura 5.2: cellule adese 
  
La replicazione delle cellule della linea PC12 avviene ogni 24 hr. E’ buona norma dunque, dopo al più 
tre giorni, suddividere le cellule.  
Il campione duplicato dunque deve essere suddiviso in due volumi uguali a quello iniziale. A tale scopo 
la Petrì incubata è portata sotto cappa e con un raschietto in plastica sterile  sono rimosse 
meccanicamente le cellule adese. Con una pipetta sterile il liquido di coltura è aspirato e versato in una 
provetta; con un piccolo volume di terreno fresco si lava la Petrì scuotendo e ruotando per facilitare il 
distacco dal fondo. A questo punto a partire dal campione iniziale si devono ricavare due campioni di 
volume identico. A seconda dello stato delle cellule si procede aggiungendo terreno fresco a quello 
iniziale fino a ottenere il volume necessario sostituendo per intero il terreno iniziale con terreno fresco 
(par. 5.4).  
Sperimentalmente, trascorsi tre giorni dalla duplicazione è stata ripetuta la conta cellulare e si è trovato 
nuovamente una concentrazione circa pari al doppio di quella iniziale.  
L’aspetto del campione, fotografato al microscopio Hirox, è mostrato in fig. 5.3, in cui si può notare la 
disposizione delle cellule a coppie, dovuta al fatto che le cellule si sono da poco suddivise. 
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Figura 5.3: cellule appena duplicate 
 
Con questo procedimento abbiamo ottenuto ripetute duplicazioni e siamo allora passati a stoccare 
popolazioni di cellule in provette, mantenendole in frigorifero a -80°C, risultando in questo modo 
disponibili per le prove sperimentali successive.  
 
5.6 Applicazione del rivestimento adesivo  
 
Poiché la quantità di collagene applicato influenza l’adesione e la crescita neurale delle cellule di PC12,  
è importante valutare sperimentalmente il valore ottimale della diluizione della soluzione di collagene. 
I test preliminari sono stati condotti con una diluizione iniziale dello stock pari a 1:25 (vedi par. 3.2.2). 
Per la preparazione della soluzione la fiala contenente il collagene tal quale, conservato a -20°C, è stata 
scongelata conservandola a 4°C, immersa in ghiaccio per una notte. La fiala scongelata è stata dunque 
diluita in acqua sterilizzata agitando vigorosamente. 
La soluzione così preparata è stata utilizzata per promuovere l’adesione delle cellule al substrato 
(Petri). A tale scopo: 
1. Si è applicato il collagene diluito sulle Petri da incubare  
2. Le Petri sono state lasciate ad asciugare per un giorno in incubatore 
3.  Il liquido di aspirazione residuo è stato rimosso 
4. Si è aggiunto con cautela il terreno con le cellule, modificato con la soluzione di NGF (100  µl 
per ml di terreno di crescita)  
5. Il campione è stato di nuovo incubato.  
Le osservazioni sperimentali hanno dimostrato la formazione dello spessore di collagene e l’aumento 
dell’adesione cellulare. 
5.7 Differenziazione delle cellule 
 
Il fattore di crescita nervoso NGF-β è fornito sotto forma di fiala contenente circa 1 mg di polvere 
liofilizzata. Dopo l’acquisto dunque il prodotto è stato rigenerato e suddiviso in 50 aliquote di NGF 
rigenerato, in modo da evitare cicli ripetuti di s/congelamento e da avere disponibile per ogni 
applicazione la quantità di sostanze necessaria e sufficiente. La procedura seguita è stata allora questa: 
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- disciogliere 1/2 tavoletta di  PBS in 100 ml di acqua  sterile;  
- aggiungere 0,1 g di BSA in 100 ml di soluzione allo 0,1%;  
- mescolare il contenuto della vial di NGF (pari a 100 µg) alla precedente soluzione;  
- suddividere il tutto in aliquote da 2ml ciascuna. 
La sterilizzazione dell’acqua è stata ottenuta utilizzando filtri con pori da 0.22 µm; in questo modo si 
ottiene una soluzione di NGF con una concentrazione pari a 1 µl per ml di acqua. 
Il fattore di crescita così rigenerato può essere utilizzato per promuovere la differenziazione delle 
cellule dallo stato embrionale a quello di neuroni. 
La figura 5.4 mostra un campione di cellule su cui è stato inizialmente deposto un film di collagene. Le 
cellule, messe in coltura su questo substrato, sono state differenziate attraverso l’aggiunta della 
soluzione di NGF, ad una concentrazione di 100 µl di soluzione per ml di terreno di coltura. Dopo tre 
giorni si è osservato lo sviluppo dei primi neuriti in alcune cellule, come mostrato in figura 5.5. 
 
 
Figura 5.4: cellule differenziate 
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 La differenziazione delle cellule è quindi avvenuta come atteso. Tuttavia l’osservazione al microscopio 
ottico ha evidenziato una distribuzione non uniforme delle cellule, in modo preferenziale disposte al 
centro del contenitore. Ciò è molto probabilmente conseguenza del modo di applicazione del film del 
collagene.  
Con un test successivo con una diluizione della fialetta iniziale 1:10, ottenuta con la stessa procedura , 
abbiamo ottenuto un’adesione completamente omogenea delle cellule anche lungo i bordi del 
contenitore.  
Con questi risultati siamo dunque passati ai test sperimentali.   
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Capitolo 6 - Sistema di Acquisizione ed Elaborazione dei Segnali 
Neurali 
 
Allo scopo di verificare la qualità dell’accoppiamento elettrico tra la superficie dell’elettrodo e il 
neurone sono state delineate le linee di progettazione di un sistema per l’acquisizione del segnale 
neurale. 
Innanzitutto sulla base dei sistemi che si trovano in letteratura, riguardanti gli elettrodi illustrati nel par. 
2.2.1, è stato identificato il segnale tipico da registrare, in termini di frequenza e di ampiezza. 
Successivamente è stata definita la procedura per l’allestimento del banco di prova per la 
caratterizzazione del sistema e per l’acquisizione del segnale neurale in modo da rispettare i requisiti di 
rumore nel sistema elettronico e di compatibilità con il sistema biologico.    
Come evidenziato nel par. 2.1.2, note le caratteristiche del potenziale extracellulare e i valori tipici 
dell’impedenza di contatto, per registrare l’attività cellulare risulta necessario quantificare 
preliminarmente l’impedenza offerta dall’elettrodo e il rumore complessivo che influenza le 
misurazioni. 
Infine è stato realizzato un prototipo di circuito di filtraggio del segnale neurale ed è stato progettato il 
sistema complessivo per la registrazione, l’elaborazione e l’acquisizione dell’attività neurale. 
In questo modo si completa la progettazione del sistema per lo studio delle proprietà dell’interfaccia 
elettrodo/neurone, definendo le basi per analisi future sulle qualità e le proprietà del segnale acquisito.      
6.1 Architettura del Sistema 
 
Il segnale elettrico che deve essere acquisito è il potenziale extracellulare che scorre lungo la 
membrana di un neurone. 
In letteratura si possono trovare sistemi di registrazione dell’attività neurale, che sono stati sviluppati 
per elettrodi singoli o montati a costituire un array, con specifiche differenti tra loro (vedi par. 2.2.1), 
relative al monitoraggio dell’attività di reti neurali, di neuroni appartenenti a campioni di tessuto 
cerebrale, di cellule isolate ex vivo e di cellule in coltura. Per queste ultime in particolare, viste la 
forma e l’ampiezza tipica del potenziale extracellulare (par. 2.1.2), il segnale che verrà registrato avrà 
una forma del tipo mostrato in fig. 6.1. 
 
Figura 6.1: potenziale extracellulare di cellule in coltura registrabile da un elettrodo. 
Il segnale è dunque costituito da spike significativi con ampiezza dell’ordine di 40-250 µV con un 
rapporto segnale-rumore pari a 2-20; il livello di rumore tipico si aggira intorno a 10 µV RMS. 
 82
Il sistema di acquisizione ed elaborazione del segnale sviluppato nel presente lavoro di tesi può essere 
schematizzato come in fig 6.2. 
 
Figura 6.2: schema del sistema di acquisizione 
A partire dalla cellula, il segnale viene prelevato dall’elettrodo e arriva all’amplificatore da 
strumentazione. Il secondo stadio provvede a filtrare il segnale limitandolo alla banda di interesse, 
tipicamente B=[450Hz÷5 KHz] [5,9,11]. Questo al fine di limitare il rumore e incrementare il SNR.     
L’ultimo stadio è costituito dalla scheda di acquisizione che permette di campionare il segnale, 
convertirlo in digitale e di trasmetterlo al PC per la fase di elaborazione e visualizzazione.  
Una parte del banco di prova per la caratterizzazione del sistema e per l’acquisizione del segnale 
neurale che include il microscopio Hirox e il circuito di amplificazione e filtraggio, è stato pulito con 
etanolo al 70%, allestito all’interno della cappa a flusso laminare e sottoposto ad un ciclo di UV di 
circa 30 minuti: in questo modo, durante le prove sperimentali, il campione contenente gli elettrodi 
forati e le cellule in coltura è stato prelevato dall’incubatore e posto all’interno della cappa, rimanendo 
in questo modo in un ambiente sterile e controllato. La parte restante del sistema di monitoraggio, 
costituita da alimentatore, scheda d’acquisizione e PC, rimane invece all’esterno della cappa a flusso 
laminare, per non contaminare l’ambiente e viene connessa ai cavi d’uscita del filtro ogni volta che si 
inizia una misurazione.  
 
Il rumore viene considerato come somma del rumore biologico, di quello dovuto all’elettrodo e quello 
dovuto alla strumentazione; la discriminazione degli spike dal rumore di sottofondo viene fatta 
definendo una soglia di ampiezza [5] e analizzando il segnale via software. 
 
In questo capitolo vengono descritti i singoli blocchi del sistema. In particolare per lo stadio di 
filtraggio è presentata la progettazione e l’implementazione di un filtro passa banda di tipo integrato. 
Per quanto riguarda la scheda di acquisizione sono state fissate la frequenza di campionamento e 
l’ampiezza della tensione di soglia per discriminare il segnale utile dal rumore complessivo. Infine è 
stata sviluppata un’interfaccia utente sfruttando il pacchetto software Labview.   
6.2 Progettazione e Realizzazione del Front-End Analogico 
 
Durante il lavoro di tesi si è scelto di applicare un primo stadio di amplificazione e filtraggio passa 
banda al fine di massimizzare il SNR del segnale neurale. Infatti nella misura dei segnali biologici dalle 
cellule coltivate in vitro, si hanno differenti fonti di rumore: 
• rumore dell’elettrodo,  
• rumore elettronico,  
• rumore dovuto ad interferenze con sorgenti esterne, 
• rumore biologico.  
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Rumore di elettrodo e attenuazione del segnale 
 
Come nella maggior parte degli elementi circuitali, c’è un rumore intrinseco associato con l’interfaccia 
metallo-elettrolita. E’ stato dimostrato empiricamente che questo rumore è di tipo termico[69] e segue 
l’equazione standard  di Johnson per il rumore di tensione RMS di una resistenza: 
rms,noise NV = 4kTR ∆f                                                                                       
dove k è la costante di Boltzmann, pari a 1,38x 2310− J/K, T è la temperatura assoluta in Kelvin, NR  è la 
parte reale dell’impedenza dell’elettrodo in ohm, e ∆f è la banda di interesse. Per T=37 °C si ottiene un 
andamento del tipo mostrato in fig. 6.3. 
Per applicazioni pratiche, l’impedenza di elettrodo è misurata nella banda di interesse e la resistenza 
ottenuta è usata nell’equazione di Johnson per ricavare il valore del rumore termico. Questo viene 
confrontato con i livelli di segnale che ci si attende per decidere se è necessaria una riduzione 
dell’impedenza di elettrodo.  
 
 
Figura 6.3: valore teorico del valore efficace della tensione di rumore associata alla parte reale dell'impedenza dell'elettrodo 
a 37°C. 
 
Rumore elettronico 
 
Il rumore dovuta al circuito elettronico deve essere controllato e ridotto nel punto in cui il segnale 
tradotto viene bufferato e amplificato; si deve assicurare con cura che tutto il rumore d’ingresso sia 
sufficientemente basso da consentire la misura dei segnali desiderati con un accettabile rapporto 
segnale-rumore. Dal momento che il potenziale d’azione extracellulare  è nel range di 50 µV – 1 mV 
picco-picco, il rumore di amplificazione deve essere limitato a 10-25 picco-picco [75,76,77].  
 
Interferenze di sorgenti esterne 
 
L’interferenza dovuta ai campi magnetici esterni, come la linea 50 Hz e la circuiteria, può essere 
generalmente ridotta schermando con cura la camera di coltura e i segnali biologici non bufferati. Per 
frequenze oltre la banda di interesse, il filtraggio elettronico attenua questi segnali interferenti. Misure 
differenziali possono essere usate per limitare gli effetti del rumore di interferenza a modo comune sui 
segnali misurati. 
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Rumore biologico 
 
Il rumore biologico è intrinseco al sistema vivente monitorato e generalmente ha uno spettro di energia 
nella stessa banda di frequenze del segnale desiderato, risultando quindi difficile da filtrare. Per le 
misure del potenziale d’azione, questo rumore spesso è anche il risultato di altre cellule attive 
elettricamente vicine all’elettrodo, nel range di 100 µm; questi segnali si sommano al potenziale 
d’azione della cellula sotto test. A questo si può rimediare trattando la superficie della Petri in modo da 
inibire l’adesione delle cellule nelle zone circostanti l’elettrodo. Tale obiettivo è stato raggiunto tramite 
deposizione localizzata e puntuale in prossimità dell’area di registrazione del promotore di adesione 
cellule.     
 
Data la natura del segnale (ampiezza dell’ordine di 40-250 µV, banda [450Hz÷5 KHz]) si rende dunque 
necessario un primo stadio di amplificazione  ed un  secondo stadio di filtraggio passa banda.  
E’ stato scelto un amplificatore da strumentazione INA118 (Burr-Brown)[83], adatto per applicazioni 
mediche e acquisizione dati, che presenta le seguenti caratteristiche: 
- elevata impedenza d’ingresso (10 GΏ), 
- amplificazione differenziale nota e impostabile con precisione, tramite una resistenza esterna Rg,  
- CMRR elevato (110 dB, per guadagno ina118G =10), 
- impedenza d’uscita idealmente nulla , 
- banda passante che comprende la continua. 
- bassa tensione di rumore (10 nV / Hz ). 
Tramite la resistenza esterna Rg è stato settato il valore di guadagno necessario, utilizzando la legge 
fornita dal datasheet: 
ina118
50kHzG =1+
Rg
 
Noto il valore dell’ampiezza caratteristica del segnale, sono stati progettati i primi due stadi del sistema 
di acquisizione in modo da avere una amplificazione complessiva tot ina118 OBPA =G H dell’ordine di 
10000-30000; si è scelto allora di far variare il guadagno del primo stadio tra 10 e 30, con valori di Rg 
tra 
ina118
50kHzRg= =5,5 kΩ
G -1
 per ina118G =10 e 
ina118
50kHzRg= =1,724kΩ
G -1
 per ina118G =30. 
Per la progettazione del filtro passa banda abbiamo utilizzato l’integrato MAX 275 (Maxim)[84]; 
questo è un filtro attivo tempo continuo con al suo interno due sezioni del secondo ordine in cascata e 
indipendenti. Tale integrato permette di realizzare un filtro complessivo del quarto ordine settando i 
parametri di progetto tramite i valori delle resistenze esterne, le connessioni suggerite e i grafici forniti 
dal datasheet. 
Calcolati i valori principali del filtro che vogliamo realizzare  
- Frequenza centrale: 0
5000-450 4550f = = =2275 Hz
2 2
 
- Fattore di qualità: 0
h l
f 2275 1Q= = = =0,5
f -f 5000-450 2
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è stata verificata la realizzabilità del filtro sul diagramma delle coppie 0f - Q utilizzabili con il 
MAX275.  
La frequenza di centro banda e il fattore Q sono regolati dalle resistenze variabili: 
-  
9
2
0
2x10R = =880 kΩ
f
; 
- 4 2R =R -5kΩ=883 kΩ ; 
- 
9
x
3
0 y
R(Q)(2x10 )R = x( ) 87912 88kΩ
f R
= Ω ≅ , dove x
y
R( )
R
è stato scelto pari a 0,2 avendo connesso il 
terminale FC a massa. 
Il guadagno del filtro viene invece fissato tramite    
- 31
OBP
R 87912R = = =87,912 Ω
H 1000
, dove OBPH  è il guadagno del filtro a 0f f= , scelto pari a 1000. 
L’alimentazione è stata fissata a 5 V e applicata in modo duale. 
In questo modo, con le connessioni schematizzate in fig. 6.4 si è ottenuto il filtro desiderato. 
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U2
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1
2
J2
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1
2
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0.1u
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88k
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874k
U1 MAX275
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15
6
16
4
18
2
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11
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N
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N
D
G
N
D
G
N
D
BPIA
BPIB
LPIA
LPIB
BPOA
BPOB
LPOA
LPOB
FCA
FCB
V+
V-
INB
INA
J6
Tulipani
1 2
J1
CON2
1
2
J3
CON2
1
2
J4
Jumper
1 2
 
Figura 6.4: schema del sistema di elaborazione del segnale 
I valori effettivi delle resistenze montate sono i seguenti: 
- 1R : al posto di 1R  sono stati saldati due tulipani per permettere di variare il guadagno del filtro 
durante le prove sperimentali inserendo resistenze diverse;   
- 2R = 888 kΩ ; 
- 3R = 88,8 kΩ ; 
- 4R = 876 kΩ . 
Nel circuito sono stati montati anche un jumper per poter testare il funzionamento del circuito, 
distinguendo il primo stadio di amplificazione da quello filtrante, e una coppia di tulipani in cui inserire 
la Rg (fig. 6.5). 
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Figura 6.5: fotografia della scheda elettronica realizzata. 
 
In seguito il circuito è stato testato con un generatore di forme d’onda Hewlett Packard 33120A, un 
oscilloscopio TDS 220 Tektronix. Come prova sono stati utilizzati due diversi valori per la resistenza 
Rg, per evitare la saturazione del filtro, considerando che il generatore di forme d’onda riesce a dare 
come minimo una sinusoide dell’ordine del mV. I valori sperimentali sono risultati congruenti con 
quelli progettati nonostante qualche minimo scostamento dovuto alle tolleranze delle resistenze 
utilizzate. 
     
6.3 Acquisizione del Segnale Filtrato 
6.3.1 Scheda di acquisizione 
 
Il segnale d’uscita dal filtro viene mandato in ingresso ad una scheda d’acquisizione DAQCard-6062E 
(National Instruments). La scheda DAQCard-6062E è un dispositivo multifunzionale per l’acquisizione 
e generazione di segnali sia analogici che digitali. Tale scheda è utilizzabile con PC portatili 
equipaggiati con entrata PCMCIA di tipo II. Ciò ne rende possibile l’utilizzo nelle immediate vicinanze 
del campione biologico. La DAQCard-6062E possiede un convertitore a 12-bit A/D, due convertitori a 
12-bit D/A, otto linee di I/O digitali TTL-compatibili, e due contatori/timers a 24-bit. Sfruttando il 
multiplexer interno è in grado di acquisire contemporaneamente fino 8 ingressi differenziali oppure 16 
tensioni riferite ad un ground comune (configurazione Referenced Single Ended). La massima 
frequenza di acquisizione è di 500 KSa/sec nel caso in cui si abbia un solo canale analogico in ingresso.  
In questo lavoro di tesi il segnale d’uscita dallo stadio di filtraggio è stato connesso in modo 
differenziale alla scheda di acquisizione. Si è inoltre sfruttata una morsettiera schermata al fine di 
ridurre ulteriormente le interferenze dovute a sorgenti esterne.    
6.3.2 Interfaccia utente 
 
Per realizzare l’interfaccia utente per l’acquisizione dei dati si è scelto di utilizzare il pacchetto 
software Labview (National Instruments) in quanto ottimizzato per la gestione della scheda di 
acquisizione DAQCard-6062E. 
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Lo scopo dell’interfaccia utente realizzata è quello di visualizzare su schermo in tempo reale il segnale 
acquisito e di contare il numero di picchi di tensione che superano una soglia preimpostata. Tali eventi 
sono associati all’attività elettrica cellulare e dunque rendono conto dell’effettiva adesione di una 
cellula in corrispondenza del foro realizzato sull’elettrodo e dell’efficacia dell’elettrodo  stesso. 
Tramite l’interfaccia utente realizzata, rappresentata in figura 6.6, è stato possibile impostare: 
• il canale della scheda da cui acquisire i dati, 
• la dinamica del segnale in ingresso, pari a 250 µV (in modo da adattarla alla dinamica 
d’ingresso dell’ADC e ridurre l’errore di quantizzazione), 
• la frequenza di acquisizione: essendo dell’ordine di 1-5 KHz la frequenza del segnale utile, per 
il teorema di Nyquist  la frequenza di campionamento deve essere almeno pari al doppio di 
quella del segnale, per cui abbiamo scelto per sicurezza e in accordo con i dati presenti in 
letteratura [5,13], un valore pari a 40 KHz, cioè circa 10 volte maggiore, 
• il numero di campioni del buffer d’acquisizione, 
• la soglia oltre la quale il software considera il dato in ingresso un evento rilevante; come valore 
iniziale è stato scelto 40 µV, variabile durante i test. 
Inoltre l’interfaccia utente visualizza il segnale, l’istante d’inizio del conteggio ed il numero di eventi 
rilevato. 
In figura 6.7 è rappresentato il diagramma a blocchi dell’interfaccia utente. 
 
 
Figura 6.6: interfaccia utente 
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Figura 6.7: diagramma a blocchi dell’interfaccia  utente 
 
6.4 Set-up sperimentale e sua caratterizzazione 
 
Prima dell’utilizzo del sistema elettronico, sono state eseguite due misure preliminari. La prima 
riguarda l’impedenza di elettrodo, che è un parametro ricorrente nella letteratura relativa alla 
progettazione di nuovi elettrodi neurali [85] per caratterizzare il sistema; come introdotto nel par. 2.1.2 
l’entità dell’impedenza dell’elettrodo è inoltre determinante per la definizione dei valori di progetto del 
filtro, in particolare per la riduzione del rumore in ingresso. 
La seconda misura è riferita invece al rumore di base del sistema complessivo: questa quantità è 
significativa per settare la soglia di tensione con cui viene discriminato il segnale utile dal rumore di 
fondo, dato dalla sommatoria delle componenti introdotte nel par. 6.2, a meno della componente 
biologica.   
 
6.4.1 Misura dell’impedenza dell’elettrodo 
 
Prima dell’uso, l’elettrodo rivestito e forato è stato passato pulito e sterilizzato; la misura d’impedenza 
è stata realizzata usando un misuratore di impedenza AGILENT 4263B LCR corredato dell’accessorio 
16089 D. 
La parte “registrante”dell’elettrodo è stata immersa in un becker contenente una soluzione salina al 
0.9%, e  nello stesso liquido è stato inserito un elettrodo di riferimento Ag/AgCl. 
Innanzitutto sono stati settati alcuni parametri di misura: 
-la lunghezza dei cavi (ad 1 metro); 
-i parametri da misurare (il primario è l’impedenza Z e il secondario è l’angolo di fase θ); 
-la frequenza del segnale di testing (ad 1 KHz ); 
-il livello del segnale (a 100 mV e a 50 nA ); 
-la modalità di misura nel tempo (breve); 
-il range di misura (ad 1 MΏ); 
-la modalità del trigger (manuale); 
-il trigger delay time (0,5 s); 
 
In generale quando viene immerso un elettrodo, nel seguito DUT (Device Under Test), in soluzione 
salina NaCl insieme ad un elettrodo di riferimento, applicando una tensione costante, si ottiene una 
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scissione del sale in Na+  e Cl−  con la conseguente migrazione degli ioni Cl−  in prossimità 
dell’elettrodo DUT. In questo modo si misura una resistenza decrescente nel tempo, che non è di nostro 
interesse in questo lavoro. 
Applicando invece una tensione variabile, sinusoidale, ciò che si va a misurare è la serie tra 
l’impedenza Rel dell’elettrodo DUT e l’impedenza Z della soluzione, proporzionale alla permeabilità 
(ξ da cui la parte immaginaria dell’impedenza) ed alla conducibilità (σ da cui la parte resistiva 
dell’impedenza equivalente) della soluzione acquosa. 
Realizzando la misura secondo la procedura specificata sopra è stato ottenutoli valore di 
Rout = Rel + Z. 
Il valore significativo per l’impedenza dell’elettrodo è risultato dell’ordine del MΏ; tale impedenza 
Rout infatti parte e rimane per pochi secondi a questo valore e poi si esaurisce a zero in modo 
esponenziale. Questo comportamento è riconducibile al contributo dell’impedenza Z. 
 
6.4.2 Misura del rumore 
 
La misura del rumore è stata realizzata utilizzando il sistema di acquisizione schematizzato in fig. 6.2, 
dove all’interno della Petrì sono stati posizionati l’elettrodo DUT ed il terreno di coltura tal quale, 
senza le cellule.  
La misura è stata effettuata allestendo il sistema come mostrato in fig. 6.8. 
 
Figura 6.8: schema semplificato del sistema di misurazione del rumore 
Sono stati poi settati i valori delle resistenze e dell’alimentazione scelti per l’acquisizione dell’attività 
cellulare; il segnale acquisito, visualizzato tramite oscilloscopio, consiste in una fascia di rumore a 
largo spettro con ampiezza massima picco-picco di circa 80-100 µV. 
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Capitolo 7 - Prove sperimentali e risultati 
 
Le prove sperimentali descritte in questo capitolo riguardano i tre aspetti fondamentali per la 
progettazione dell’interfaccia elettrodo/neurone:  
? scelta del rivestimento dell’elettrodo, verificandone le proprietà di compatibilità con le 
cellule in coltura, la qualità dell’adesione e la stabilità del sistema complessivo; 
? scelta della dimensione ottimale della zona di contatto tra cellula e strato conduttivo 
dell’elettrodo, in modo da favorire l’adesione dei corpi cellulari all’elettrodo e da 
minimizzare il rumore biologico e di elettrodo;  
? definizione della lavorazione dell’elettrodo come substrato per la crescita delle cellule, 
valutando il livello di porosità del microforo che massimizza il contatto tra neurone e strato 
conduttivo.  
7.1 Risposta ai diversi materiali dell’elettrodo rivestito 
 
L’obiettivo di questo primo set di prove sperimentali è stato il confronto tra il rivestimento in vetro e 
quello in polyimide mediante ispezione al microscopio.  
I parametri per confrontare i due tipi di coating sono stati: 
? Conta cellulare dei neuroni  
? Adesione del neurone all’elettrodo 
? Morfologia superficiale tramite visione al microscopio ottico  
I test sono stati eseguiti su pezzetti di elettrodo rivestiti. Su tali frammenti sono state coltivate cellule 
non differenziate, trattate in modo da inibire il processo di duplicazione cellulare. L’inibizione della 
mitosi si è resa necessaria per rendere confrontabili le misure di densità cellulare realizzate in momenti 
diversi.  
La scelta di operare con cellule non differenziate deriva dall’osservazione dell’osservazione 
sperimentale di un’adesione migliore al substrato. Questo consente di migliorare enormemente 
l’affidabilità dei risultati registrati e diminuisce drasticamente il margine di errore.  
L’inibizione della mitosi può essere facilmente ottenuta per aggiunta di NGF: se l’NGF viene aggiunto 
a cellule immerse nel terreno di coltura completo (anziché nel mezzo tal quale o in terreno all’1% di 
siero), si ottiene l’effetto che i due processi antagonisti di duplicazione da un lato e di differenziazione 
cellulare dall’altro si inibiscono in modo reciproco. 
I passi seguiti per realizzare questa prima prova sono stati i successivi: 
1) Pulizia con etanolo di due elettrodi non forati, uno con coating in biossido di silicio e uno in 
polyimide; successiva sterilizzazione tramite plasma etching e ponendoli sottocappa con lampada a 
raggi UV accesa per circa 30 minuti. 
2) Da ciascuno dei due fili sono stati ricavati tre pezzetti di lunghezza 1 cm. 
3) Questi sono stati immersi in una Petri da 35 mm di diametro ed è stato applicato uno strato di 
collagene (in soluzione 1:10). 
4) All’asciugatura del collagene si aggiunge il terreno di coltura completo contenente le cellule allo 
stato embrionale. Le cellule sono state messe in coltura; dopo circa 48 ore è stato aggiunto il NGF in 
concentrazione di 300 µl/ml. 
5) Atteso il tempo necessario per la completa adesione del corpo cellulare, nei giorni successivi, 
quotidianamente, il campione è stato trattato come descritto in tabella 7.1. 
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 Trattamento  Descrizione 
Giorno 1 Conta cellulare Conta della densità cellulare 
tramite microscopio ottico 
invertito. 
Giorno 2 Conta cellulare Come sopra 
Giorno 3 Prova di adesione Il terreno di coltura viene 
aspirato, la Petrì risciacquata 
con una soluzione di PBS 
all’1%. Il nuovo terreno di 
coltura è aggiunto nella Petrì e 
la conta cellulare viene 
effettuata tramite ispezione al 
microscopio invertito. 
Tabella 7.1 
 
Per svolgere le prove di test in modo semplice e ottenere delle immagini significative ai nostri scopi, è 
stato deciso di prendere come riferimento le due estremità del frammento dell’elettrodo e una parte 
centrale del medesimo; in questo modo è stata garantita la ripetibilità del test ed è stato definito il punto 
di riferimento per registrare le immagini.  
 
Le immagini 7.1 mostrano le parti terminali e la parte centrale di uno dei frammenti di elettrodo 
rivestito in biossido di silicio. 
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Elettrodo rivestito in vetro immerso nella 
coltura cellulare, al giorno 2. 
Elettrodo rivestito in vetro immerso nella 
coltura cellulare, al giorno 3. 
 
Figura 1.a : apice sinistro del frammento di elettrodo 
 
Figura 1.b: apice sinistro del frammento di elettrodo 
 
Figura 2.a: parte centrale del frammento di elettrodo 
 
Figura 2.b: parte centrale del frammento d'elettrodo 
 
Figura 3.a: apice destro del frammento d'elettrodo 
 
Figura 3.b: apice destro del frammento d'elettrodo 
Figura 7.1: immagine dell'elettrodo rivestito in biossido di silicio, al giorno  2 e al giorno 3 ottenute con microscopio ottico 
Lo stesso set di immagini è stato registrato per l’elettrodo con rivestimento in polyimide, come 
mostrato in fig. 7.2. 
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Elettrodo rivestito in polyimide immerso nella 
coltura cellulare, al giorno 2. 
Elettrodo rivestito in polyimide immerso nella 
coltura cellulare, al giorno 3. 
 
Figura 1.a: apice sinistro del frammento di elettrodo 
 
Figura 1.b: apice sinistro del frammento di elettrodo 
 
Figura 2.a: parte centrale dell'elettrodo 
 
Figura 2.b: parte centrale dell'elettrodo 
 
Figura 3.a: apice destro dell'elettrodo 
 
Figura 3.b: apice destro dell'elettrodo 
Figura 7.2: immagine dell'elettrodo rivestito in polyimide, al giorno 2 e al giorno 3 ottenute con microscopio ottico  
 
Dal confronto tra le due colonne di immagini della fig. 7.1, per l’elettrodo in vetro si possono fare 
alcune osservazioni: 
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1. le cellule sono aderite e si sono moltiplicate preferibilmente nella zona circostante l’elettrodo rispetto 
al resto del substrato di coltura; 
2. risciacquando con la soluzione, il numero di cellule rimaste attaccate è alto e in particolare non 
vengono rimosse proprio quelle più vicine all’elettrodo; 
3. il vetrino nel suo complesso, e il filo di tungsteno in particolare, sembrano non contaminare la 
popolazione cellulare; l’elettrodo non sembra essere danneggiato da questo utilizzo né viene spostato 
durante il risciacquo con PBS. 
Analogamente, dalle immagini 7.2 dell’elettrodo rivestito in PI si possono osservare alcune 
caratteristiche dell’elettrodo: 
1. le cellule si sono riprodotte inizialmente in modo definito intorno al filo, preferendo la zona ad esso 
circostante; 
2. dopo il risciacquo con la soluzione di PBS, la popolazione cellulare è stata rimossa quasi al completo 
e le poche cellule non staccate non si trovano sull’elettrodo; 
3. il vetrino risulta nel suo complesso più “sporco”, e si nota che all’apice del filo il rivestimento 
sembra essersi ammorbidito nel collagene in cui è immerso, dando origine ad una zona “nebulosa” 
intorno all’elettrodo stesso. 
 
Complessivamente, per i tre aspetti che abbiamo elencato ad inizio paragrafo, si può affermare che: 
• Per quanto riguarda la conta cellulare, è evidente che entrambi gli elettrodi costituiscono un 
buon substrato per la coltura, anche se solo nel caso di rivestimento con biossido di silicio la 
crescita è preferenziale intorno e sull’elettrodo stesso. 
• L’adesione delle cellule è decisamente migliore sull’elettrodo con coating di biossido di silicio, 
poiché con il rivestimento polimerico, la popolazione cellulare si è completamente staccata. 
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Figura 7.3: grafico della densità di cellule adese (in n° di 
cell/ mmq) nella zona circostante l’elettrodo rivestito in 
vetro, prima e dopo il risciacquo del campione con la 
soluzione di PBS. 
Figura 7.4: grafico della densità di cellule adese (in n° di cell/ 
mmq) nella zona circostante l’elettrodo rivestito in PI, prima 
e dopo il risciacquo del campione con la soluzione di PBS. 
 
 
• L’analisi morfologica mette in luce come l’inserzione dell’elettrodo rivestito in vetro non alteri 
l’aspetto e la conformazione della coltura cellulare in prossimità dell’elettrodo stesso, rispetto al 
resto della Petrì. Al contrario nel caso dell’elettrodo rivestito in PI, lo strato di collagene in 
prossimità dell’elettrodo assume un aspetto estremamente irregolare e disomogeneo, se 
confrontato alla distribuzione uniforme che caratterizza il resto della Petrì. Questo è 
probabilmente legato alla natura del materiale polimerico e alla disomogeneità del suo spessore 
(che è una caratteristica intrinseca della tecnica di deposizione del polimero). Al contrario 
l’uniformità del deposito del vetro (caratteristica di un processo di PVD) conferisce al film di 
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collagene un aspetto regolare e uniforme, ben visibile nelle fig. 7.1. Inoltre durante le prove, i 
campioni contenenti elettrodi in vetro sono risultati più limpidi, mentre gli altri hanno 
dimostrato un certo deterioramento del terreno di coltura. 
  
7.2 Risposta alla variazione delle dimensioni dei fori 
 
L’obiettivo è stato identificare quale dimensione della superficie esposta ottimizza il contatto neurone-
superficie e quindi la qualità del segnale. 
I test che sono stati eseguiti a questo scopo sono stati: 
? Adesione delle cellule 
? Analisi morfologica 
La prova è stata organizzata nelle fasi seguenti: 
- superficie esposta variabile (fori di diametro 
5,10,20,40 µm); 
Costruzione via FIB di 4 elettrodi con: 
 
- densità di corrente costante (in modo da ottenere 
la stessa nanoporosità per tutti i quattro fori, pari a 
1000 pA); 
Deposizione del collagene : col micromanipolatore in prossimità della 
superficie esposta, in modo da stimolare e 
indirizzare l’adesione delle cellule in questa zona; 
Crescita neuroni sugli elettrodi: Il vetrino con i quattro elettrodi forati è stato 
immerso in una Petri da 35 mm di diametro (fig. 
7.5).  
Sono stati aggiunti terreno di coltura completo, le 
cellule in sospensione e il NGF in concentrazione 
300 µg/ml per ottenere la differenziazione delle 
cellule stesse; la Petri è stata poi conservata in 
incubatore. 
 
Attesi 5 giorni necessari per la completa adesione 
del corpo cellulare, nei giorni successivi, 
quotidianamente, è stato analizzato il campione. 
Tabella 7.2 
 
 
Figura 7.5: montaggio del vetrino campione all’interno della Petrì da coltura 
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Il test per la valutazione della qualità dell’adesione delle cellule è stato svolto seguendo la 
procedura descritta in tab. 7.3. 
 
Aspirazione del terreno di coltura; 
Risciacquo con la soluzione di PBS; 
Verifica al microscopio ottico che il neurone non si sia distaccato; 
Ripetizione dei punti precedenti finché il neurone non si stacca (al max 5 volte). 
Tabella 7.3 
 
L’analisi effettuata ha messo in luce il completo distacco delle cellule dalla superficie al secondo 
risciacquo per i quattro elettrodi testati. 
Poiché i neuroni si sono distaccati dopo lo stesso numero di risciacqui,  il raggio del foro praticato nel 
coating non sembra determinante ai fini dell’efficienza dell’adesione.   
 
 A fuoco le cellule A fuoco l’elettrodo 
Inizio prova 
  
1° risciacquo  
  
2° risciacquo 
 
 
Tabella 7.4 
 
A titolo di esempio in tab. 7.4 è mostrato l’elettrodo con foro di 5 µm di diametro, a inizio prova, dopo 
il 1° e il 2° risciacquo. A causa della differenza nel contrasto e nelle dimensioni, non è stato possibile 
mettere a fuoco con la stessa fotografia sia le cellule che l’elettrodo; per questo motivo, per ciascuno 
stadio sono riportate due fotografie (messa a fuoco delle cellule e messa a fuoco dell’elettrodo). 
Complessivamente con questa prova è stata confermata la qualità dell’adesione sull’elettrodo rivestito 
in biossido di silicio, provata al paragrafo precedente: infatti la densità delle cellule adese al substrato 
 97
non è stata influenzata dalla lavorazione applicata, ma è risultata dipendente soltanto all’applicazione 
del collagene. 
Per quanto riguarda l’analisi morfologica osservando sotto l’Hirox i quattro elettrodi, non si notano 
variazioni strutturali di morfologia dei corpi cellulari. Dall’osservazione prolungata del campione sotto 
microscopio Hirox, è inoltre evidente l’attività metabolica della coltura cellulare dimostrata dalla 
duplicazione per effetto della stimolazione prodotta dall’illuminazione del microscopio.    
7.3 Risposta rispetto alla porosità superficiale del substrato 
 
L’obiettivo di questo ultimo set di prove sperimentali è identificare se la porosità influenza l’adesione 
del neurone sulla superficie. Sono infatti numerosi gli studi riportati in letteratura riguardanti la 
modifica superficiale dell’elettrodo per favorire la crescita dei neuroni o di fibre nervose su di essi [12]. 
 
La fase iniziale di questo set di prove è stata organizzata nelle fasi indicate in tab. 7.5. 
superficie esposta di dimensione ottimale 
(diametro pari a 20 µm); 
Costruzione via FIB di 2 elettrodi con: 
Due densità di corrente (una bassa, 67 pA, 
corrispondente a bassa nanoporosità, una 
altissima, 6600 pA, corrispondente ad elevata 
nanoporosità); 
Deposizione collagene, come al punto 3 del 
paragrafo precedente. 
Preparazione degli elettrodi e crescita delle 
cellule: 
Immersione del vetrino con i due elettrodi nella 
Petri contenente terreno di coltura, cellule e NGF. 
Tabella 7.5 
 
E’ stato effettuato dunque il test per la valutazione della qualità dell’adesione delle cellule, seguendo la 
procedura indicata nella tabella 7.3. 
Con questo metodo sono stati ottenuti i risultati mostrati in tab. 7.6. 
 
 Elettrodo nanoporoso Elettrodo microporoso 
 A fuoco le cellule A fuoco l’elettrodo A fuoco le cellule A fuoco l’elettrodo 
Inizio 
prova 
   
1° 
risciacquo  
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2° 
risciacquo 
   
3° 
risciacquo 
   
4° 
risciacquo 
 
  
Tabella 7.6  
 
  
Dall’analisi di queste figure si può osservare che: 
- per l’elettrodo ad elevata porosità (microporoso) si ha totale distacco delle cellule al secondo 
risciacquo; 
- per l’elettrodo a bassa porosità (nanoporoso), al quarto risciacquo sono ancora presenti alcune 
cellule residue. 
Tale prova conferma quindi i risultati riportati in letteratura sul miglioramento del contatto e 
dell’adesione cellulare su superfici nanoporose. 
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Capitolo 8 - Conclusioni e sviluppi futuri 
 
Questo lavoro di tesi ha portato all’allestimento di una piattaforma per lo studio delle proprietà 
dell’interfaccia neurone/protesi tramite la progettazione e realizzazione di un elettrodo impiantabile e la 
crescita di una coltura di neuroblasti.  
Il focus è stato l’identificazione di criteri per la progettazione dell’interfaccia neurone/protesi. In 
particolare è stata indagata l’influenza della superficie microlavorata dell’elettrodo sull’adesione delle 
cellule neurali  tramite l’analisi di tre fattori: 
     - tipo di materiale di rivestimento dell’elettrodo; 
     - dimensione della zona di contatto neurone/conduttore; 
     - livello di nanoporosità. 
 
Tale risultato è stato ottenuto tramite il raggiungimento dei seguenti obiettivi intermedi: 
• Progettazione e realizzazione dell’elettrodo 
• Scelta delle tecnologie per la realizzazione dell’elettrodo definendo una procedura di 
microfabbricazione, nel rispetto dei requisiti di compatibilità con il sistema biologico 
• Allestimento di una coltura cellulare di Peocromocitoma PC12 
• Realizzazione dell’accoppiamento elettrodo/sistema biologico 
• Progettazione e realizzazione del sistema di acquisizione 
 
I risultati delle prove sperimentali che sono state svolte sono state riassunte come segue. 
a. Influenza del rivestimento. 
Sulla base dei risultati riportati in letteratura, sono stati selezionati come materiali da testare il biossido 
di silicio e la PI. Per entrambi è stata verificata una buona adesione cellulare al substrato, in particolare 
nel caso del vetro, per il quale il contatto risulta resistente a ripetuti risciacqui del terreno di coltura.  
Dall’analisi morfologica del campione è risultato che il rivestimento con biossido di silicio non 
influenza lo sviluppo della coltura, mentre il rivestimento in PI interagisce con il collagene, alterando 
in modo ridotto ma visibile lo stato del campione. Questo è probabilmente legato alla natura del 
materiale polimerico e alla disomogeneità del suo spessore (che è una caratteristica intrinseca della 
tecnica di deposizione del polimero). Al contrario l’uniformità del deposito del vetro (caratteristica di 
un processo di PVD) conferisce al film di collagene un aspetto regolare e uniforme. 
b. Influenza della superficie esposta sull’interfaccia neurone-elettrodo 
Le prove di analisi del contatto cellula/elettrodo al variare della dimensione della superficie esposta 
hanno permesso si concludere che la qualità del contatto è indipendente da tale fattore. Le dimensioni 
che sono state scelte e analizzate sono dell’ordine della dimensione caratteristica del neurone.  
Si può dunque considerare che nella progettazione dell’accoppiamento protesi - tessuto neurale: 
? le tecnologie attuali di microfabbricazione non limitano la dimensione minima ottenibile 
della componente artificiale  
? la dimensione minima della componente biologica è quella caratteristica del neurone o della 
distanza neurone-neurone. 
L’elemento che limita la miniaturizzazione dell’accoppiamento è pertanto quello biologico.  
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c. Influenza della porosità sull’adesione cellulare. 
Tramite tecnologia FIB sono state realizzate superfici a differente porosità (micro e nano porose). 
Dall’analisi eseguita è stato possibile concludere che  elettrodi ad elevata porosità superficiale 
(microporosi) rispetto a equivalenti elettrodi a bassa porosità (nanoporosi), mostrano una migliore 
qualità del contatto e dell’adesione cellulare. Tale risultato conferma quanto riportato in letteratura 
sull’influenza di superfici nanostrutturate e sull’importanza dell’impiego di nanomateriali nella 
progettazione dell’interfaccia neurone-elettrodo. 
 
La piattaforma realizzata nell’ambito del presente lavoro di tesi verrà utilizzata per completare la 
caratterizzazione funzionale (meccanica, chimica, biologica ed elettrica) del contatto 
biologico/artificiale. In futuro sarà impiegata come banco sperimentale per la progettazione e la 
validazione di interfacce innovative per lo sviluppo di neuroprotesi.  
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Capitolo - 11 Annessi: Materiale biologico  
 
 
Product Information Sheet 
 
 
 
Collagen IV, Mouse 
Catalog No. 30-2511, 1 mg 
 
 
 
Product Description:  Collagen IV is prepared from the Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) mouse sarcoma (ATCC CRL-2108).1,2 
It is a major component of the extracellular basement membrane complex along with laminin, heparan sulfate proteoglycans, and 
entactin.2,3 It can be used as a thin coating on tissue culture dishes to promote the attachment and proliferation of epithelial, endothelial, 
muscle, and nerve cells. 
Storage:  Store at -20°C or colder in a manual defrost freezer. Stable for 12 months from date of shipment. Avoid freeze-thawing.  
Formulation:  0.5 mg/ml Collagen IV in 150 mM NH4HCO3.  
 
 
SPECIFICATION CERTIFICATE 
 
Lot: 3000034  
Test/Method Specification  Results 
 
Sterility Testing (USP XXIII) Sterile for Bacteria and Fungi PASS 
Mycoplasma None Detected by PCR PASS 
Endotoxin ≤ 20 EU/ml by LAL Assay 0.1 EU/ml 
Purity > 90% by SDS-PAGE PASS 
Functional Assay Promotes attachment and spreading of PASS 
 rat PC-12 cells (ATCC CRL-1721)  
Date of Analysis:  7/02 
 
ATCC hereby represents and warrants that the material provided under this certificate has been subjected to the tests and procedures specified and that the results described, along 
with any other data provided in this certificate, are true and correct to the best of ATCC's knowledge and belief. 
 
American Type Culture Collection 800-638-6597 (U.S., Canada, and Puerto Rico) 
P.O. Box 1549 703-365-2700 
Manassas, VA 20108 USA Fax: 703-365-2750 
www.atcc.org E-mail: tech@atcc.org 
® ®
 108
Product Information Sheet 
 
 
 
Collagen IV, Mouse 
Catalog No. 30-2511, 1 mg 
 
 
 
Product Description:  Collagen IV is prepared from the Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) mouse sarcoma (ATCC CRL-2108).1,2 
It is a major component of the extracellular basement membrane complex along with laminin, heparan sulfate proteoglycans, and 
entactin.2,3 It can be used as a thin coating on tissue culture dishes to promote the attachment and proliferation of epithelial, endothelial, 
muscle, and nerve cells. 
Storage:  Store at -20°C or colder in a manual defrost freezer. Stable for 12 months from date of shipment. Avoid freeze-thawing.  
Formulation:  0.5 mg/ml Collagen IV in 150 mM NH4HCO3.  
 
 
SPECIFICATION CERTIFICATE 
 
Lot: 3000034  
Test/Method Specification  Results 
 
Sterility Testing (USP XXIII) Sterile for Bacteria and Fungi PASS 
Mycoplasma None Detected by PCR PASS 
Endotoxin ≤ 20 EU/ml by LAL Assay 0.1 EU/ml 
Purity > 90% by SDS-PAGE PASS 
Functional Assay Promotes attachment and spreading of PASS 
 rat PC-12 cells (ATCC CRL-1721)  
Date of Analysis:  7/02 
 
ATCC hereby represents and warrants that the material provided under this certificate has been subjected to the tests and procedures specified and that the results described, along 
with any other data provided in this certificate, are true and correct to the best of ATCC's knowledge and belief. 
 
American Type Culture Collection 800-638-6597 (U.S., Canada, and Puerto Rico) 
P.O. Box 1549 703-365-2700 
Manassas, VA 20108 USA Fax: 703-365-2750 
www.atcc.org E-mail: tech@atcc.org 
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Coating Procedure: 
Collagen IV surface coatings are generally applied at a concentration of  
1-10 µg per cm2 of growth surface (10-100 µg/ml) depending on cell type. Optimal concentrations need to be determined empirically. 
1. Thaw the solution at 4°C on ice for several hours or overnight and keep on ice until use. Use precooled pipettes, plates, and 
tubes.  
2. Dilute the Collagen IV stock solution as needed with cold sterile deionized water and mix vigorously. The solution may appear 
hazy with some undissolved material. This is normal and will not affect the solution’s performance. 
 
Any diluted material that is not used immediately should be stored at -20°C or colder. Avoid repeated freeze-thaws. 
3. Apply the diluted solution so that it covers the entire surface of the tissue culture dish. The following table is a guide for the suggested 
volumes required per well: 
 
 Dish Type Volume of Collagen IV per Well 
 6 wells (or 35 mm dish) 1 ml 
 24 wells 200 µl 
 48 wells 50 µl 
 96 wells 20 µl 
4. Cover the dish and dry down the Collagen IV solution at room temperature for 1 to 2 hours or until dry. Remove any remaining liquid by 
aspiration.  
5. Gently rinse the dish(es) once with cold sterile serum-free cell culture medium. 
6. Gently add culture medium and cells and then incubate. 
 
References: 
1. Kleinman HK et al. Biochemistry 21: 6188-6193, 1982. 
2. Kleinman HK et al. Biochemistry 25: 312-318, 1986. 
3. Hudson BG et al. J Biol. Chem. 268: 26033-26036, 1993. 
 
 
An MSDS is available upon request CB18-0702-X-1 
Please refer to the Material Transfer Agreement and packing slip enclosed with the product for terms and conditions. 
© 2002 ATCC. All rights reserved. ATCC is a registered trademark of the American Type Culture Collection. 
This product is intended for laboratory research purposes only. It is not intended for use in humans. 
 
 
 
 
Collagen IV, Mouse
Catalog No. 30-2511, 1 mg 
Store at -20°C or colder 
www.atcc.org 703-365-2700 
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Coating Procedure: 
Collagen IV surface coatings are generally applied at a concentration of  
1-10 µg per cm2 of growth surface (10-100 µg/ml) depending on cell type. Optimal concentrations need to be determined empirically. 
1. Thaw the solution at 4°C on ice for several hours or overnight and keep on ice until use. Use precooled pipettes, plates, and 
tubes.  
2. Dilute the Collagen IV stock solution as needed with cold sterile deionized water and mix vigorously. The solution may appear 
hazy with some undissolved material. This is normal and will not affect the solution’s performance. 
 
Any diluted material that is not used immediately should be stored at -20°C or colder. Avoid repeated freeze-thaws. 
3. Apply the diluted solution so that it covers the entire surface of the tissue culture dish. The following table is a guide for the suggested 
volumes required per well: 
 
 Dish Type Volume of Collagen IV per Well 
 6 wells (or 35 mm dish) 1 ml 
 24 wells 200 µl 
 48 wells 50 µl 
 96 wells 20 µl 
4. Cover the dish and dry down the Collagen IV solution at room temperature for 1 to 2 hours or until dry. Remove any remaining liquid by 
aspiration.  
5. Gently rinse the dish(es) once with cold sterile serum-free cell culture medium. 
6. Gently add culture medium and cells and then incubate. 
 
References: 
1. Kleinman HK et al. Biochemistry 21: 6188-6193, 1982. 
2. Kleinman HK et al. Biochemistry 25: 312-318, 1986. 
3. Hudson BG et al. J Biol. Chem. 268: 26033-26036, 1993. 
 
 
An MSDS is available upon request CB18-0702-X-1 
Please refer to the Material Transfer Agreement and packing slip enclosed with the product for terms and conditions. 
© 2002 ATCC. All rights reserved. ATCC is a registered trademark of the American Type Culture Collection. 
This product is intended for laboratory research purposes only. It is not intended for use in humans. 
 
 
 
 
 
Collagen IV, Mouse
Catalog No. 30-2511, 1 mg 
Store at -20°C or colder 
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Product Information 
Pyralin®  PI 2730 series 
 
The Pyralin PI 2730 series has been specially developed for use as a passivation layer for 
semiconductors and as an interlayer dielectric layer for HDI applications. Pyralin PI 2730 series 
polyamic esters contain a negative-working photopackage making them sensitive to broadband 
exposure from a mercury lamp in the range of 350 to 435 nm. The materials are supplied as viscous 
solutions suitable for spin or roller coating applications. Cured film thicknesses can be achieved 
from ca. 2,5µm to 15µm. These products are self-priming, thus eliminating the need for an 
additional adhesion promoter except in extreme cases. The cured polyimide film offers a low 
dielectric constant, low coefficient of thermal expansion and good mechanical properties. Both the 
glass and the decomposition temperatures are very high compared with other polyimides. 
 
 
Process Details 
 
Coating 
 
Pyralin PI 2730 series products can be coated onto a variety of metals, alloys, semiconductor and 
ceramic substrates. The self-priming nature of these products eliminates the need for a seperate 
adhesion promoter in most cases. If additional adhesion is required, the silane adhesion promoter 
PYRALIN VM 651 is recommended. Bonding of the polyimide to the substrate is achieved during 
the softbake cycle as the priming chemistry is activated by temperature.  
 
The polyimide solution is highly viscous. There are some guiding principles for dispensing 
materials of this type. Always coat substrates which are at room temperature. Never trap air into the 
solution. This can occur for example when the solution is moved during dispense. All bubbles take 
time to dissipate out of solution. If left in, coating „comets“ will result. Dispensing should be in the 
centre and as close to the substrate as possible. A clean cut-off at dispense is neccessary before the 
spin process starts. It may be neccessary in the case of  
highly viscous solutions to have a short delay prior to spin to allow the polyimide to flow as far as 
possible and relax. 
 
Both static and dynamic dispense may be used. Static dispense is the easiest, but requires more 
material to be dispensed for each substrate. Dynamic dispense uses less material, but requires 
greater control during dispense to ensure that the polyimide strikes the centre of the substrate 
exactly. Any deviation will result in poor coating quality. The acceleration to final speed should be 
                                                 
® Du Pont´s registered trademark 
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as low as possible to allow gradual flow of the polyimide across the substrate. Often one or more 
intermediate spin speeds are used to allow the polyimide to gradually cover more than 80% of the 
substrate before continuing on to the final speed. To reduce the backside contamination potential it 
is often beneficial to prolong the spread cycle until the bulk of the excess polyimide has been 
removed from the substrate. The final spin speed and time is determined by the film thickness 
required. Longer spin times will improve coating uniformity, but will also reduce the film thickness. 
In semiconductor applications, an Edge Bead Removal (EBR) and Backside Rinse process may be 
added to the coating cycle to remove polyimide from the edge and back of the wafer prior to 
baking. Cyclohexanone can be used for this purpose. 
 
 
Spin Speed Curve Pyralin PI 2731
(30 s spin; soft bake: 180 s at 60°C + 180 s at 100°C;
Cure 60 min at 350°C)
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Soft Bake 
 
After application of the polyimide, a bake process is required. Both convection oven and hotplate 
bake methods may be used. The purpose of this stage, is to partially cure the polyimide prior to 
patterning. This bake stage leaves the polyimide coating dry, yet soluble in the developer solution. 
 
Spin Speed Curve: Pyralin PI 2737
(30 s spin; soft bake: 180 s at 75°C) 
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Exposure 
 
Pyralin PI 2730 series products can be exposed using the Mercury broadband spectrum, or G-line. 
 
 
 
Development 
 
This can be done either in a spray or tank process using PYRALIN DE 9040 developer solution. 
For better resolution and higher aspect ratios, spray development is recommended. The developer 
temperature should be controlled since the development speed varies with temperaure. The time to 
develop 20µm is ca. 30 seconds. The surface is then rinsed with PA 401R Rinse. 
 
 
Cure 
 
The cure heating cycle converts the free polyamic ester in the resin to the insoluble imide form, 
drives out remaining solvent and burns off the photopackage. This process requires elevated 
temperatures and controlled environments to achieve the best results. As the process continues, 
water/alcohol is released as by-products of the imidization reaction. There is sufficient energy at 
200°C to complete the imidization of the polyimide, but higher temperatures are required to burn 
off the photopackage and completely drive off solvents, thus achieving the ultimate electrical and 
mechanical properties.  
A programmable high temperature oven with typical nitrogen flow rate of 10 litres per minute  is 
required for best results. 
 
To activate the adhesion promoter, it is recommended that the cure be carried out up until 200°C in 
air (min 50% RH). Above this temperature, a nitrogen atmosphere should be used. The ramp rates 
(up and down) should be low to avoid high stress in the polyimide. 
 
The maximum cure temperature may be higher than 350°C when the coating is to be subjected to a 
high temperature process after curing. In such cases, temperatures up to 400°C have been used to 
ensure that there is no outgassing during subsequent processes. 
 
 
 
 
Typical process for Pyralin PI 2730 
 
(for ca. 10µm softbaked and 5µm cured film thickness) 
 
Polyimide Coating 
 
Dispense on static substrate 
Rotate at 500 rpm for 5 seconds 
Rotate at 2000 rpm for 30 seconds 
 
Soft Bake 
 
In convection oven at 55°C for 75 minutes 
or 
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On hot plate at 60°C for 3 minutes followed by 95°C for 3 minutes 
 
Exposure 
 
Mercury spectrum - broad band or G-line 
50 to 200 mJ/cm² 
 
Development 
 
Developer:  Pyralin DE 9040 (safe solvent) 
Rinse:   PA 401R (safe solvent) 
 
Tank Development process: 
The substrate must be agitated during the develop and rinse cycles 
 
Development  150 seconds 
Rinse   30 seconds 
After rinsing, the substrate should be dried in a oven, or by spinning. 
 
Spray Development process: 
 
Development   20 seconds 
Overlap  4 seconds 
Rinse   16 seconds 
 
Spin until dry 
 
Cure 
 
Curing should be done in an oven using the following cure profile: 
 
Heating from room temperature to 200°C, ramp rate 4°C/minute in air 
Hold time at 200°C for 30 minutes in air 
Heating from 200°C to 350°C, ramp rate 2,5°C/minute in nitrogen 
Hold time at 350°C for 60 minutes in nitrogen 
Gradual cooling to room temperature 
 
Solution Properties 
 
 
    PI 2731   PI 2737 
 
Solids content (%)  39.0 +/-0.9            21.0 +/-1.5 
 
Viscosity @ 25°C (Stokes)      45 +/- 0.6                               2.9 +/-0.6 
 
Flash Point     93°C  
 
Solvent    N-Methyl-2-Pyrrolidone 
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Ash content (%)    0.1 max. 
 
Chloride content    1.0 ppm max. 
 
Sodium content    1.0 ppm max. 
 
Potassium content    1.0 ppm max. 
 
Copper content    1.0 ppm max. 
 
Iron content     1.0 ppm max. 
 
Total metals     10.0 ppm max. 
 
Water content (%)    1.0 max. 
 
Cured Film Properties 
 
Tensile Strength (kg/mm²)   18 
 
Elongation (%)    >10 
 
Modulus (Gpa)    4,7 
 
Coefficient of thermal expansion (ppm) 16 
 
Moisture uptake (%) @ 50% RH  1.5 
 
Dielectric constant (at 1 kHz, 50% RH) 2.9 
 
Glass transition temperature   > 350°C 
 
Decomposition temperature   620°C 
 
Weight loss (500°C, 120 min.)  <1% 
 
Dielectric Breakdown Field (V/cm)  1.3 x 106 
 
Packaging / Storage 
 
Pyralin PI 2731 and PI 2737 are supplied in 250 g and 1 kg bottles. All material should be 
refrigerated upon receipt unless it is used immediately 
Pyralin PI 2731 and PI 2737 are stable at clean room temperatures (21°C) for ca. two weeks with no 
significant change in properties. When stored at -18°C, shelf-life is 1 year from date of 
manufacturing. Moisture contamination is detrimental to stability and must be avoided.  
Containers should be brought to room temperature before opening to  avoid moisture condensation 
inside the botttle. 
 
 
Safety and Handling 
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During all handling of Pyralin polyimide products, adequate ventilation must be provided. Skin and 
eye contact should be avoided.  
Exposed areas should be flushed with water immediately. For prolonged or repeated contact, milled 
butyl rubber or natural latex rubber gloves should be used. Disposable PVC gloves are not 
recommended. 
 
 
 
__________________________________________________________________________________ 
HD MicroSystems GmbH 
Du Pont Straße 1 
D-61343 Bad Homburg v. d. H.  
Germany 
Tel. (+49) 6172 87 1812 
Fax(+49) 6172 87 1824 
_____________________________________________________________________ 
 
 
 
This information is based on our present state of knowledge and is intended to provide general notes 
on our products and their uses. It should not therefore be construed as guaranteeing specific 
properties of the products described or their suitability for particular applications. Any existing 
industrial property rights must be observed. 
 
 
07/01 
 118
 
 119
 
 120
 
 121
 
 122
 
 123
 
 124
 
 125
 
 126
 
 127
 
 128
 
 
 
